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Notre étude statistique portant sur 600 souches de strepto- 
coques, dont 411 ont été soumises a toute la série d’épreuves, 
appelle divers commentaires avant de nous amener a tirer des 
conclusions dans le domaine pratique. 


A. — INCONSTANCE DES REACTIONS BIOCHIMIQUES. 


Les caractéres de la cullure en. milieux liquides, l’aspect des 
colonies sur gélose au sang et leurs caractéres hémolytiques, ainsi 
que la morphologie microscopique des streptocoques, permettent 
de faire le diagnostic positif de streptocoque (avec le concours 
éventuel de l’épreuve de la catalase [64, 74] ou du phénoméne de 
Neufeld). Encore y a-t-il des difficultés, par exemple avec cer- 
taines souches de pneumocoques dites « dégénérées » (Cotoni [23)). 
Mais ces épreuves ne sont pas capables de différencier les mul- 
tiples espéces de streptocoques entre elles. 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 1* mars 1956. 
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On croyait autrefois a la « constance des réactions biochi- 
miques », sur lesquelles se basait exclusivement le diagnostic de 
ces diverses espéces. Cette notion a été l’objet de nombreuses 
études critiques [123, 56, 54, 128, 140, 119, 127, 93, 109, 42}. 

Nous ne reviendrons pas sur les divergences dues a des défauts 
de technique, en particulier sur les erreurs dues a une lecture 
trop tardive. Mais il faut tenir compte de la grande fréquence 
des mutations et variations qui sont 4 Vorigine de différences 
entre les réactions des diverses souches d’une espéce et méme 
chez une souche donnée. 


En 1914, Holman montrait déja Vinfluence a ce point de vue 
des subcultures successives (en fonction, entre autres, des milieux 
de passages). Walker [4128], Klein et Engelhardt [63] ont insisté 
sur l’inconstance des fermentations, Gundel [44] sur certaines 
formes de transition. 


B. — OpporTUNITE DES TESTS BIOCHIMIQUES. 


La mise au point des réactions sérologiques a marqué une 
étape capitale dans le diagnostic des streptocoques, de sorte qu'il 
n’y a plus lieu d’employer systématiquement la « série multicolore 
compléte » de certains auteurs. I] est cependant des cas précis ot 
certains tests « biochimiques » restent indispensables : 

1° Lorsque la sérologie est défaillante ; 

Il s’agit des streptocoques ne possédant pas d’antigéne spéci- 
fique de groupe (Sir. salivarius, sanguis, M.G., mitis, thermo- 
philus, acidominimus, etc.). 

2° ‘Lorsque les réactions sérologiques sont douteuses ; 

Certains streptocoques du groupe D ne donnent pas de préci- 
pitation franche et rapide (le doute est cependant exceptionnel 
lorsqu’on emploie la méthode d’extraction a Jlalcool, selon 
Shattock). 

Dans les autres groupes, un tel cas est trés rare, et générale- 
ment résolu en confrontant les résultats des trois méthodes de 
Lancefield, de Fuller et de Maxted. Cependant, nous avons 
observé de fausses réactions positives données par des sérums 
des groupes H et K, avec des souches en réalité non groupables. 

3° Lorsque les réactions sérologiques sont croisées. 

La littérature nous en signale entre les groupes C et G, F et 
H, Kk et L. Nous en avons observé, de plus, entre les groupes H, 
B, et D, et surtout entre les groupes D et K d’une part, ct 
H et K d’autre part. 

4° Lorsquil s’agit de différencier a Vl intérieur de certains 
groupes sérologiques (D, N ou C) des espéces et variétés. 
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C. — UTILIsaTION PRATIOUE. 


Posons d’abord deux principes : 

1° Il faut sélectionner les épreuves suivant les circonstances 
(origine du prélévement, réactions sérologiques, etc.) qui orientent 
le diagnostic ; 

2° I] faut toujours employer plusieurs épreuves a la fois. Tout 
au long de ce travail, nous avons constaté, en effet, qu’un résultat 
pris isolément n’a qu'une valeur fort restreinte. 

Il faut distinguer trois éventualités suivant que le diagnostic 
sérologique est posilif, net et spécifique, qu'il est négatif ou 
qu’il est douteux. 


1° LE DIAGNOSTIC SEROLOGIQUE EST POSITIF, NET ET SPECIFIQUE al 
n’existe pas de réactions croisées). — I] s’agit alors de déter- 


TABLEAU I-GROUPE C 


Humain | Equi | Animal 


(Avec les réserves faites dans la I" Partie de ce travail sur le bien-fondé de cette 
distinction en trois espéces.) 


TABLEAU IL- GROUPE D 


Mannitol 
Saccharose 
Raffinose 


Sorbitol 


Tellurite 
de K 


N.-B. — La présence d’une hémolyse B sur gélose au sang et l’épreuve de liqué- 
faction de la gélatine permettront de plus de distinguer les variantes de Str. faecalis 
(tableau III). 

A cette occasion, notons que nous ne tenons pas compte de la variété glyceri- 
naceus, car dans notre statistique la glycérine est attaquée par 65 p. 100 des 
Str. faecalis. 
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a 


AS, ji en papeagnee 
miner « biochimiquement » les espéces ou variélés a Vintérieur 
de certains groupes conformément aux tableaux I a IV. 


Ce sont les critéres préconisés pour la plupart par Graham et 
Bartley [42] confirmant les observations de Sherman et coll. 


TABLEAU IIL 


| Hemolyse P| Protéolyse 


Liquefaciens 
Hemolyticus 


Zymogénes 


TABLEAUIV- GROUPE N 


Lactis | Cremoris 


+ 


oe Ee 
Cultured pH9,2} + 
ProductiondeNH3 


(Selon les‘obseryations de Yanger et Sherman) [4136]. 


Maltose 


Culture ag 40° 


2° LE DIAGNOSTIC SEROLOGIQUE EST NEGATIF. — Dans le cas ou 
les souches ont été isolées chez l’homme, on utilise trois épreuves 
fondamentales : les cultures sur milieux hypersaccharosés ; la 
fermentation de l’inuline et celle du raffinose. Elles suffisent au 
diagnostic des quatre espéces que lon peut rencontrer dans ce 
cas : salivarius, sanguis, M. G., milis. 

Dans les cas ott la souche provient du lait, de l’air, etc., on 
ajoutera : la résistance a 60°, voire Aa 70°, la culture a 45° et 
a 10°, ’épreuve du lait tournesolé, et éventuellement d’autres 
encore (diagnostic des espéces thermophilus, acidominimus, etc.). 


Nous nous bornerons a discuter ici Videntification des quatre 
premiéres espéces. Parmi les espéces proposées par Andrewes 
et Horder {4} a l'aide des seuls tests de fermentation, on reléve 
Sir. salivarius et Sir. mitis. Par la suite ces noms ont été attri- 
bués a des espéces non groupables sérologiquement. Safford, 
Sherman et Hodge [95], Rose et Georgi [93], Guthof [46], Sherman, 
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Niven et Smiley [441] ont essayé de les définir de facon plus 
précise. Le plus important caractére différentiel entre Str. mitis 
et Sir. salivarius est donné par ces auteurs : c’est le pouvoir qu’a 
celui-ci de former un mucilage dans un milieu a 5 p. 100 de 
saccharose, en donnant des colonies « mucoides », caractéres 
auxquels ils ajoutent la fermentation du raffinose et de l’inuline. 
Notons que dans un travail plus récent [83], Niven, Smiley et 
Sherman ont essayé d’identifier les espéces en se basant sur les 
caractéres chimiques du mucilage produit : dextrane ou levane. 
Suivant Vimportance que l’on attache respeclivement a ces 
caracléres, deux définitions de Sir. salivarius sont possibles : 


a) Pour Sherman, entre autres, Sir. salivarius est défini par ses 
réactions sur les milieux hypersaccharosés. Cet auteur avait 
d’ailleurs constaté que les fermentations de l’inuline et du raffi- 
nose n’étaient pas absolument constantes chez Sér. salivarius ; l 
distinguait 5 types dans cette espéce, en fonction de l’intensité 
de fermentation des deux glucides, allant du type 1 (fermentant 
les deux fortement) au type 5 (ot l’inuline est fermentée faible- 
ment et le raffinose ne lest pas). Dans notre statistique nous 
voyons que 75 p. 100 seulement des souches que nous avons 
appelées Str. salivarius (en nous basant comme Sherman sur leurs 
réactions sur milieux hypersaccharosés) ont fait fermenter l’inu- 
line, et 60 p. 100 le raffinose. 

b) D’autres auteurs, comme Otte et Koehler [86], identifient 
Sir. salivarius a l'aide de plusieurs tests, dont le principal est 
la fermentation des deux glucides, les réactions sur milieux hyper- 
saccharosés n’étant pas, pour eux, indispensables au diagnostic. 
C’est ainsi quils ont cru pouvoir identifier 192 souches de Str. 
salivarius, sur 5395 souches provenant d’hémocultures, alors 
qu’aucune ne donnait de réactions sur milieux hypersaccha- 
rosés (1). 

Passons maintenant aux autres espéces en discussion ici : 

Str. M.G., pour Mirick et coll. [84], produit aussi des muci- 
lages, mais ne fermente ni inuline ni raffinose. Sir. sanguis réagit 
aussi sur milieux hypersaccharosés, et notre statistique montre 
qu'il n’attaque pas l’inuline, mais qu'il fait assez souvent fer- 
menter Je raffinose. Sir. mitis est négatif sur milieux hypersaccha- 
rosés ; son comportement vis-a-vis de l’inuline et du raffinose 
n’apparait pas clairement dans les publications. 

Si l’on essaye, a l’aide des travaux antérieurs, de faire une 
classification d’ensemble des quatre espéces, comme l’ont fait 


(1) Signalons que, ces souches ayant été passées sur milieux « dissé- 
quants « de Hackenthal et Bierkowski [48], ces résultats ne peuvent 
peut-étre pas ¢tre mis en paralléle avec ceux des autres auteurs. 
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Gorska et Muchniska [44] et Guthof [46] on est obligé de choisir 
entre deux conceptions : 

a) Dans la premiére, Sir. salivarius comporterait deux variantes : 
lune qui donne une réaction sur milieux hypersaccharosés (qu'elle 
atlaque ou non les deux glucides), l’autre qui n’en donne pas, 
et qui est caractérisée seulement par la fermentation de ces deux 
elucides. Str. sanguis et Str. M. G., jusqu’a nouvel ordre, donne- 
raient obligatoirement une réaction sur milieu hypersaccharosé. Au 
contraire, Str. mitis n’en donnerait pas et ne ferait pas fermenter 
les deux glucides. 

b) Dans la seconde conception, Str. salivarius serait défini par 
ses réactions sur milieux hypersaccharosés, comme le sont Sir. 
sanguis et Str. M.G. Au contraire, Sir. mitis serait défini par 
Vabsence de cette réaction, mais on est alors obligé de classer 
comme Str. mitis des souches qui attaquent l’inuline ou le raffi- 
nose, sans réagir sur milieux hypersaccharosés, puisque, dans cette 
conception, elles ne peuvent étre classées comme Sir. salivarius. 

Aucun argument décisif n’existe en faveur de l’une ou de I’autre 
de ces conceptions, et la question devrait étre soumise a la Sous- 
Commission Internationale du Streptocoque. En attendant, nous 


adoptons arbitrairement la derniére, ce qui nous donne le 
tableau V. 


TABLEAU V. 


Str. salivarius | Sanguis | M.G.| Mitis 


liquide 
2% Saccharose| ———— 

gélosé 
Inuline 


Raffinose 


Ce tableau appelle les commentaires suivants : 


1° REacTIONS SUR MILIEUX HYPERSACCHAROSES. — a) Sir. sali- 
varius, dans les cas les plus typiques, donne d’une part sur le 
milieu gélosé des colonies trés grosses, dures et trés irréguliéres ; 
et d’autre part en milieu liquide une viscosité trés marquée allant 
jusqu’a la prise en masse. Nous admettons qu’il s’agit de la méme 
espéce si les colonies sont plus petites, ou bien si elles sont 
moins dures, plus réguliéres (mucoides), 4 condition qu’il existe 
une forte viscosité en milieu liquide, et nous l’admettons aussi, 
si, inversement, les colonies sont typiques et si la viscosité, par 
contre, est modérée en milieu liquide. 
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b) Sir. sanguis donne des colonies plus petites et réguliéres, 
mais trés dures et incrustées dans la gélose ; et en milieu liquide, 
une viscosité faible. 

c) Str. M. G. semble donner des colonies de type différent sui- 
vant les souches. En effet, des trois souches que nous devons a 
Horsfall, Pune donnait des colonies normales, l’autre des 
colonies visqueuses, la troisiéme des colonies semblables A celles 
de Str. sanguis. En miheu liquide, elles donnaient toutes trois 
une viscosilé moyenne. 


d) Str. mitis ne donne jamais de réaction sur ces milieux. 
2° FERMENTATION DE L’INULINE ET DU RAFFINOSE. — Dans le 
tableau, le signe + indique la fermentation dans plus de 50 p. 100 
des cas ; 

le signe + indique la fermentation dans moins de 50 p. 100 des 
cas ; 

le signe — signifie : jamais de fermentation. 

I] faut ajouter les remarques suivantes : 


a) Il existe des souches des groupes B, H et D (celles-ci de 
Pespéce bovis seulement) qui donnent des réactions positives sur 
milieux hypersaccharosés (réactions toujours du type sanguis, 
jamais du type salivarius). Parmi elles, Sir. bovis seul fait parfois 
fermenter l’inuline (dans notre statistique). Quand de telles souches 
ont des réactions sérologiques douteuses (précipitations faibles, 
tardives ou croisées), le diagnostic peut rester indéterminé. 

b) Dans le groupe H encore, et dans d’autres (C, G, K), il existe 
des souches attaquant le raffinose, mais ici il n’y a pas d’hési- 
tation possible, car elles ne font pas fermenter l’inuline et ne 
donnent pas de réactions sur milieux hypersaccharosés. 


c) Le diagnostic de Sir. mitis est fait par élimination. Cette 
appellation désigne en réalité un ensemble hétérogéne et provi- 
soire. Bien plus, et comme nous l’avons vu, sa définition est 
subordonnée a celle de Str. salivarius. Enfin, en cas de réactions 
sérologiques douteuses, le diagnostic reste indéterminé entre les 
streptocoques des groupes dont le sérum donne une réaction 
douteuse avec la souche et Sir. mitis. 


3° T.& DIAGNOSTIC SEROLOGIQUE EST DOUTEUX. — Nous considé- 
rons comme douteuses certaines réactions faibles, tardives ou 
croisées, surtout quand elles présentent ces caractéres avec les 
trois techniques de Lancefield, de Fuller et de Maxted. 

a) Réaction faible : précipité discontinu ou trés diffus ; 

b) Réaction tardive : en principe plus de dix minutes ; 

c) Réactions croisées entre deux ou plusieurs groupes (déja 
mentionnées plus haut). 
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Dans ces cas, on doit s’efforcer de faire le diagnostic a Vaide 
de l’aspect des cultures, de l’hémolyse et des épreuves « bio- 
chimiques ». 

Pour les streptocoques des groupes D et N, c’est en général 
possible. 

Les streptocoques du groupe D résistent en général a 60°, 
donnent des cultures positives dans 6,5 p. 100 de NaCl, a pH 9,6, 
dans 10 p. 100 de sels biliaires (équivalant 4 40 p. 100 de bile) 
et a 45°. Str. faecalis et Str. durans poussent 4 10°, Pour Viden- 
tification des différentes espéces du groupe D, on se reportera 
au tableau II. , 

Les streptocoques du groupe N poussent a 10° et presque 
jamais a 45°, Les caractéres respectifs de Sir. lactis et de Sfr. 
cremoris ont déja été mentionnés plus haut (tableau IV). 

Les streptocoques du groupe B hydrolysent presque toujours 
Vhippurate de Na, et rarement l’esculine. 

Les streptocoques des groupes A, C et G ont un ensemble de 
caractéres communs : culture généralement agglutinée avec surna- 
geant clair, aspect analogue des colonies sur gélose au sang, 
hémolyse 6 plus marquée en anaérobiose. Ils sont en principe 
fibrinolytiques, mais ceci est discuté. 

On pourrait ensuite reconnaitre, sans la sérologie, certaines 
espéces du groupe C (avec les réserves indiquées plus haut). 

Les streptocoques du groupe E sont parmi les plus difficiles 
a cultiver, et les moins réactifs. Ils ne font fermenter ni le tréha- 
lose, ni le sorbitol, mi le raffinose ; ils n’acidifient pas le lait 
et n’attaquent pas le saccharose et le lactose dans 75 p. 100 des 
cas. 

Les streptocoques du groupe F donnent une culture lente, ont 
des colonies petites, n’attaquent pas le lactose dans 75 p. 100 
des cas. Ils paraissent étre les seuls qui ne donnent pas de culture 
dans le lait au bleu de méthyléne a 0,02 p. 100. 

Les streptocoques des groupes H et K, et les streptocoques non 
groupables (tout au moins ceux qui sont étudiés dans ce travail) 
donnent assez souvent une culture a 45° (65 et 35 p. 100 des cas, 
un peu moins souvent que les sltreptocoques du groupe D), mais 
ils ne donnent pas les autres réactions caractéristiques du 
groupe D. Les streptocoques du groupe K ne décomposent 
lesculine que dans 20 p. 100 des cas. Sir. salivarius, Sir. sanguis 
et Str. M. G. sont alors reconnus par la culture sur milieu hyper- 
saccharosé, sur les milieux a l]’inuline et au raffinose. Str. mitis 
et les streptocoques des groupes H et K, en absence de réaction 
sérologique nette, restent impossibles a distinguer les uns des 
autres. 


Les streptocoques du groupe L. — Attaqueraient l’amidon 
(Skadhauge). 
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Les streptocoques du groupe M. — N’attaquent pas le tréha- 
lose. 

La plupart des données concernant les groupes E, F', H, K 
et M résultent de nos observations. Nous les donnons avec des 
réserves, car nous n’avons examiné qu’assez peu de souches de 
ces groupes. 


RESUME ET CONCLUSIONS. 


1° Nous avons soumis, dans des conditions standardisées, aux 
épreuves de fermentation et de résistance a différents facteurs 
inhibiteurs et 4 d’autres épreuves, 600 souches appartenant a la 
plupart des groupes sérologiques et espéces de streptocoques. 

2° Les résultats des différentes épreuves ont été analysés systé- 
matiquement. 

3° Une étude critique basée sur nos résultats, confrontés avec 
ceux de la littérature, a permis d’éliminer les épreuves qui n’ont 
pas de valeur pratique. 

4° Les autres épreuves ont été retenues comme significatives. 
Elles ne doivent pas étre utilisées sans discrimination, mais étre 
groupées en un certain nombre de séries, chacune ne comportant 
que quelques épreuves. La série d’épreuves « biochimiques » 
a utiliser dans chaque cas sera indiquée par les résultats de 
examen sérologique, qui doit étre le premier temps de 1 ’identi- 
fication d’une souche de streptocoque : a) si la détermination du 
eroupe est certaine et que ce groupe comporte plusieurs espéces, 
on utilise pour la détermination de l’espéce une série spéciale 
d’épreuves ; b) si la souche n’appartient & aucun groupe, une 
autre série spéciale d’épreuves permet de distinguer entre elies 
les souches non groupables sérologiquement ; c) si les réactions 
sérologiques sont douteuses ou croisées, identification de la 
souche est plus difficile. Nous avons cependant indiqué quelques 
épreuves qui permeltent de la faire, avec une plus ou moins 
erande certitude suivant les cas. 


SUMMARY: 


An investigation into the biochemical tests, performed »n 
600 strains of streptococci of nearly all serological groups and 
species, is reported in a series of three papers. 

After a critical survey and experimental control of the different 
methods, a standardization of techniques is proposed. 

Several sets of tests were selected, each of them being appro- 
priated to a particular situation. 

The classification of non-groupable species (Sir. salivarius, 
Str. milis...) is extensively discussed. 
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ERRATUM 


Mémoire R. Wahl et P. Meyer, t. 94, p. 147 (II. Résultats). 
Page 148, ligne 32, lire : 


IV. FERMENTATION DU MANNITOL (tableau I, fig. 1). 


Cette épreuve peut étre utile pour Sir. faecalis, qui fermente le 
mannitol dans 90 p. 100 des cas, alors que les aulres espéces 
attaquent rarement le mannitol. 

Mentionnons pour mémoire que Winslow et Palmer [134], anté- 
rieurement aux classifications modernes, considéraient, a tort, que 
cette fermentation indiquait l’origine « humaine » de Str. faecalis. 


V. FERMENTATION DU TREHALOSE-SORBITOL. 


On voit que le tréhalose... 


INFLUENCE DE L’ACIDE ASCORBIQUE 
ET DE LA CORTISONE 
SUR LES REACTIONS HOMEOSTATIQUES 
DES PETITS RONGEURS 
EXPERIMENTALEMENT INTOXIQUES 
PAR L’'ANTIGENE TYPHIQUE O 


par P. BOQUET, Y. IZARD, F. GRAVE et M. DELPUECH (’). 


(Institut Pasteur, Annexe de Garches) 


Peu aprés la publication des observations de C. Harde [4] sur 
Vinactivation de la toxine diphtérique par l’acide ascorbique, 
Polonyi [2], C. Jungeblut [8], puis O. Grootten et N. Bezssonoff [4] 
traitent avec succés par la vitamine C des cobayes auxquels ils 
ont injecté au préalable une dose mortelle de ce poison. 

'L’inactivation in vitro de la toxine diphtérique par acide ascor- 
bique serait le résultat de la destruction du poison microbien par 
un peroxyde libéré au cours de l’oxydation de la vitamine [5, 6]. 
L’action curative de l’acide ascorbique reléve au contraire d’un 
mécanisme différent [6]. Selon O. Grootten et N. Bezssonoff, les 
injections de vitamine C augmentent la résistance des cobayes 
aux agents nocifs [4]. Par ailleurs, C. Harde constate [4] que la 
quantité d’acide ascorbique contenue dans les glandes surrénales 
des animaux mortellement intoxiqués par le poison diphtérique 
est inférieure 4 celle des glandes surrénales normales. Cette obser- 
vation est confirmée par de nombreux expérimentateurs [2, 7, 8]. 
Dans le méme ordre de faits, C. N. H. Long [9], en collaboration 
avec G. B. Pinchot et V. P. Close, démontre que les glandes 
surrénales des animaux infectés par E. coli s’hypertrophient et 
perdent leurs réserves d’acide ascorbique. Le méme phénoméne 
s’observe aprés une injection d’endotoxine typhique [40]; or la 
diminution de Vacide ascorbique des glandes surrénales est 
en général considérée comme une manifestation de l’activité 
sécrétrice du tissu cortical de ces glandes. En dépit des contro- 
verses soulevées au sujet des relations qui existent entre cette 


(*) Manuscrit recu le 27 avril 1956. 
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diminution des réserves d’acide ascorbique et la sécrétion des 
hormones stéroides, il apparait que la vitamine C est un élément 
indispensable au maintien des réactions homéostatiques d’origine 
surrénale au cours des états pathologiques. Les expériences de 
H. L. Jaffe et D. Marine [44] d’une part, celles de G. Ungar [412] 
d’autre part, plaident en faveur de cette hypothése. Selon les 
auteurs américains, le scorbut expérimental sensibilise les ani- 
maux aux intoxications d’origine microbienne ; selon G. Ungar, 
l’injection d’acide ascorbique a des cobayes soumis quinze minutes 
plus tard a un traumatisme diminue la gravité du choc consécutif. 


Par des injections d’acide ascorbique, L. Dugal et M. Thé- 
rien [43, 414] augmentent la résistance des rats au froid et 
préviepnent Vhypertrophie des glandes surrénales que produit 
habituellement l’exposition de ces rongeurs a la température de 
—1°C pendant soixante-douze heures. 


Etudiant les variations du nombre des leucocytes circulants des 
animaux quils soumettent a l’épreuve d’une injection d’adréna- 
line, H. Bacchus et Ch. A. Thoompas [45] constatent que la 
proportion des leucocytes éosinophiles s’éléve dans le sang des 
animaux traités par la vitamine C. Cette proportion diminue, au 
contraire, dans le sang des témoins non traités sous l’influence 
de la sécrétion du tissu cortical de la glande surrénale que solli- 
cite l’injection d’adrénaline. 

Le développement des recherches sur le réle de la glande surré- 
nale dans l’homéostasie devait amener les expérimentateurs a 
entreprendre |’étude de l’action des hormones stéroides sur les 
infections et les intoxications. C’est ainsi que J. Nelson et 
N. Goldstein (1951) [46] atténuent les symptémes de intoxication 
par le poison du méningocoque en injectant un extrait du ussu 
cortical surrénal aux animaux d’épreuve. Selon R.L. Zwemer 
et C. W. Jungeblut [47], le méme traitement hormonal prévient 
la nécrose cutanée que produit ordinairement une injection de 
toxine diphtérique. Dans le méme ordre de faits, Beck et 
Voloshin {48] protegent des souris contre les effets nécrosants du 
polysaccharide de Serratia marcescens par des injections de cor- 
tisone. 


L’action curative de la cortisone sur V’intoxication par l’anti- 
gene typhique O est observée par A. Delaunay avec J. Lebrun (20), 
par L. Chedid et F. Boyer [24], puis par L. Thomas et R. T. 
Smith [22]. L. Chedid et F. Boyer remarquent cependant que 
Vhormone de la glande surrénale exerce tantot une action cura- 
tive lorsqu’elle est administrée en une seule fois a la dose de 
2 mg a des souris intoxiquées une heure plus tard par Vantigene 
typhique de A. Boivin et tantdt une action aggravante lorsqu’on 
l’injecte plusieurs jours de suite avant l’endotoxine. Cette action 
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aggravante de l’hormone surrénale sur divers syndromes toxiques 
ou infectieux est observée par de nombreux expérimentateurs [28, 
24, 25, 26). 

Parallélement aux recherches sur le mécanisme de |’intoxication 
par l’antigéne typhique O, que nous avons résumées dans plu- 
sieurs notes, nous avons comparé les effets de l’acide ascorbique 
et de la cortisone sur les réactions homéostatiques des animaux 
éprouvés par une injection d’une dose mortelle de cet antigéne. 
Nous exposons dans ce mémoire les résultats de nos expériences. 


* 
x* 


MarrERIEL UTILISE ET METHODES APPLIQUEES. 


Animaux. — A. Lapins de pelage clair, du poids de 2000 
a 3.000 g. 

B. 1° Cobayes dont le poids varie de 400 4 500 g, provenant 
du méme élevage et soumis a un régime alimentaire normal. 

2° Cobayes du méme poids et de méme origine soumis pendant 
trois semaines 4 un régime scorbutigéne composé de 90 p. 100 
d’avoine, de 10 p. 100 de son et d’eau. On contréle |’avitaminose 
par le dosage de l’acide ascorbique dans. les surrénales d’un 
certain nombre de ces animaux dont la plupart présentent des 
lésions de scorbut. Les quantités d’acide ascorbique décelées ne 
dépassent pas 0,06 p. 1 000 g d’organe. 

C. Rats Wistar de 80 4 100 g. 


Réactifs. — Acide ascorbique Hoffman-la-Roche en solution 
aqueuse neutralisée par la soude avant son emploi. 


Corlisone Roussel (1): émulsion contenant 25 mg d’hormone 
par centimétre cube. 


Anligéne typhique O. Cette endotoxine, préparée suivant la 
méthode de A. Boivin et L. Mesrobeanu [27], est desséchée a basse 
température et conservée a +4°. Avant chaque expérience on 
pese la quantité de produit nécessaire et on la dissout dans la 
proportion de 2 mg de produit sec pour 1 cm’ de solution 
physiologique. 

Méthodes d’analyse. — ‘Le glycogéne hépatique est dosé par Ja 
méthode classique qui consiste a dissoudre a chaud le tissu dans 
la potasse, a précipiter le glycogéne par l’alcool et a le peser 
apres l’avoir desséché. 

La teneur des surrénales en acide ascorbique est déterminée 


(1) Nous exprimons nos remerciements aux Laboratoires du D™ Roussel 
qui ont aimablement mis A notre disposition d’importantes quantités 
de « Cortisone ». 
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par la méthode de O. A. Bessey [28]. Quant au cholestérol, on 
le dose par la méthode de Grigaut {29}. 

Les chiffres rapportés dans les différents tableaux expriment 
des moyennes. L’erreur standard est calculée suivant la formule 


Es = ve 
n(n-1) 


ou d exprime la différence entre les chiffres correspondant a 
chaque résultat et la moyenne, et n le nombre des résultats d’une 
méme série d’expériences. 


* 
xk 


I. — ACTION DE L’ACIDE ASCORBIOUE ET DE LA CORTISONE 
2 > = a r . x a 
SUR L INTOXICATION EXPERIMENTALE PAR L’ANTIGENE TYPHIQUE O. 


A, — Action de lacide ascorbique. 
a) Expérience sur le lapin. — 20 mg d’acide ascorbique en 


solution sont administrés 4 17 lapins par la voie veineuse a trois 
reprises différentes. La premiére injection est faite, quinze minutes 
avant l’épreuve d’une injection intraveineuse d’antigéne typhique O, 
a la dose de 2 mg par kilogramme d’animal ; les secondes et 
troisiémes injections d’acide ascorbique sont faites deux heures 
trente et cing heures aprés la premiére. 

A 17 lapins pris pour témoins, on injecte l’antigéne typhique 
seul. 

Sept lapins traités par la vitamine C meurent moins de dix-huit 
heures apres l’injection d’endotoxine, 4 succombent du deuxiéme 
au neuvieme jour qui suivent cette épreuve et 6 survivent. Tous 
les témoins meurent moins de vingt-quatre heures aprés l’injec- 
tion de l’antigéne typhique. 

b) Expériences sur le cobaye. — Il faut administrer par la 
vole sous-cutanée a des cobayes de 400 g, 2 4 4 mg d’antigéne 
typhique O pour tuer plus de 50 p. 100 de ces rongeurs. Une 
dose dix fois plus faible du méme antigéne tue 75 p. 100 des 
animaux lorsque ceux-ci ont été soumis depuis trois semaines 
& un régime scorbutigéne On diminue cetle mortalité en injectant 
aux cobayes d’épreuve, par la voie péritonéale, quarante-huit 
heures, vingt-quatre heures et six heures avant Vinjection d’endo- 
toxine, 20 mg d’acide ascorbique. 

Les résultats sont groupés dans le tableau I. 

c) Experiences sur les rats. — Vingt-quatre heures et une heure 
avant l’injection intrapéritonéale de 0,4 mg d’anligéne typhique O, 
on injecte a 10 rats, par la méme voie, 20 mg de vitamine C, 
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TasLeau I. 


COBAYES EPROUVES PAR 
LIINJECTION D'ANTIGENE NOMBRE DE COBAYES 
TYPHIQUE O SURVIVANTS 


—— 


°)Cobayes normaux Troités par l'acide ascorbique 8 sur 12 


>) cobayes normaux Non traités par l'acide ascorbique 6 sur 12 


9) Cobayes scorbutiques Traités par l’acide ascorbique It sur 1S 


>) cobayes scorbutiques Non traités par l'acide ascorbique 5 sur 17 


un seul rat meurt. A 15 rats non traités et pris pour témoins, 
on injecle l’antigene seul : 11 de ces animaux succombent. 

De ces expériences, on est autorisé a conclure que le traitement 
par l’acide ascorbique diminue la mortalité parmi les animaux 
expérimentalement intoxiqués par Vantigéne typhique O. 


B. — Action de la cortisone. 


a) Expérience sur des cobayes normaux. — Trente cobayes sont 
répartis en trois lots. Aux 10 cobayes du premier lot, on injecte 
quotidiennement sous la peau pendant trois jours 2,5 mg de 
cortisone. Un cobaye meurt avant la fin de l’expérience. Vingt- 
quatre heures aprés la derniére injection d’hormone, on éprouve 
les 9 cobayes survivants par une injection sous-cutanée de 2 mg 
d’antigéene typhique O. Aux 10 cobayes du second lot, on admi- 
nistre la méme dose d’antigéne typhique vingt-quatre heures 
aprés une seule injection sous-cutanée de 2,5 mg de corti- 
sone. Enfin, aux animaux du troisiéme lot qui n’ont subi aucun 
traitement préventif, on injecte Vantigéne seul. Parmi ces 
10 cobayes témoins, 5 meurent moins de seize heures aprés 
injection d’endotoxine. Cing survivent. Cinq sur 10 des cobayes 
traités par une seule injection de cortisone meurent dans les mémes 
délais et 7 des 9 cobayes intoxiqués aprés avoir été traités 
par trois injections de cortisone meurent moins de six heures 
apres l’administration du poison microbien. 

b) Expérience sur des cobayes privés d’acide ascorbique. — 
Cetle expérience est faite dans les mémes conditions que la précé- 
dente, mais les cobayes éprouvés ont été soumis au préalable 
a un régime scorbuligéne pendant trois semaines. On injecte 
4 ces animaux une dose d’endotoxine dix fois plus faible que !a 
dose administrée aux cobayes normaux. 

Parmi 25 cobayes traités par une seule injection sous-cutanée 
de 2,5 mg de cortisone, 12 succombent aprés injection d’anti- 
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gene typhique O ; 13 survivent. Trois seulement des 16 cobayes 
traités par trois injections de 2,5 mg de cortisone a vingt-quatre 
heures @intervalle résistent 4 intoxication. Parmi les 26 cobayes 
temoins soumis 4 l’épreuve d’une injection d’endotoxine, 22 meu- 
rent en moins de quarante-huit heures. 

I] est ainsi démontré par la premiére expérience que la résis- 
tance des cobayes normaux, expérimentalement intoxiqués par 
antigéne typhique O, n’est pas modifiée par Vinjection sous- 
cutanée de 2,5 mg de cortisone et qu’elle est affaiblie par des 
injections quotidiennes d’hormone pendant les trois jours qui 
précedent Vinjection d’endotoxine. (La seconde expérience nous 
enseigne, au contraire, que la cortisone, administrée a la dose 
de 2,5 mg au cobaye scorbutique, augmente la résistance de ce 
rongeur a l’endotoxine typhique, mais que la répétition des injec- 
tions d’hormone est apparemment sans effet. 


* 
xk 
Il. — ME&CANISME DE L’ ACTION DE L’ ACIDE ASCORBIOUE 


ET DE LA CORTISONE SUR L INTOXICATION EXPERIMENTALE DU COBAYE 
PAR L’ANTIGENE TYPHIQUE O. 


A. — Expériences sur des cobayes normauz. 
“ J oO a 0 : 
a) ACTION DE L’ ACIDE ASCORBIQUE. — 1° De méme que les injec- 


tions répétées d’acide ascorbique 4 des pelits rongeurs intoxiqués 
par le poison diphtérique atténuent les symptomes de la maladie, 
de méme le traitement par la vitamine C diminue la mortalité 
parmi les animaux intoxiqués par Vantigene typhique O. Le 
probléme se pose de savoir si cette action de l’acide ascorbique 
est le résultat d’une destruction de l’endotoxine par la vitamine 
ou la conséquence d’une modification des mécanismes_ physiolo- 
giques qui assurent l’homéostasie. L’expérience, que nous résu- 
mons ci-dessous, démontre que l’acide ascorbique est sans action 
sur l’endotoxine typhique lorsque ces deux substances, aprés avoir 
été mélangées, sont conservées pendant plusieurs heures in vitro 
a’ la température de l’étuve. 

Expérience: A 10 cm* d’une solution d’antigéne typhique O 
contenant 3 mg d’antigéne par centimétre cube, on ajoute 300 mg 
d’acide ascorbique. Ce mélange est maintenu a 37° pendant six 
heures, puis on sépare le poison typhique de V’acide ascorbique 
par dialyse pendant quatorze heures. On compare alors sur la 
souris, qu’on éprouve par une injection sous-culanée, les effets 
de l’endotoxine conservée telle quelle a ceux de l’endotoxine 
traitée par l’acide ascorbique : les deux échantillons ont la méme 


nocivité. 
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2° Des troubles importants du métabolisme des hydrates de 
carbone s’observent au cours de Jlintoxication par Vantigéne 
typhique O. Le poids des glandes surrénales des animaux 
d’épreuve et le taux du cholestérol de ces glandes sont modi- 
fiés [30]. Dans les expériences dont l’exposé suit, nous étudions 
Vinfluence du traitement par Vacide ascorbique sur ces phéno- 
ménes réactionnels. 

Expérience: Vingt cobayes recoivent 4 vingt-quatre heures 
Wintervalle trois injections intrapéritonéales de 20 mg d’acide 
ascorbique. Dix-neuf heures aprés la derniére injection de vita- 
mine ©, on administre par la voie sous-cutanée a 10 de ces 
cobayes et 4 10 cobayes neufs, 4 mg d’antigeéne typhique O. Dix 
cobayes traités par la vitamine C et 10 cobayes neufs sont 
conservés comme témoins. Cing heures aprés l’injection d’endo- 
loxine et vingt-quatre heures aprés la derniére injection de vita- 
mine, tous les cobayes sont sacrifiés par section des carotides. 
On préléve sur chaque animal le foie et les surrénales que l’on 
pése, puis on extrait le glycogéne du tissu hépatique et on mesure 
la teneur des glandes surrénales en cholestérol. 


Les résultats sont groupés dans le tableau II. 


Tasieau Il. 
aoe ee MeNricene POIDS MOYENS DES berate. 2 
TYPHIQUE O GLYCOGENE | CHOLESTEROL 
(en mq) pee SURRENALES HEPATIQUE | SURRENALES 
(en gr%du poids de |'anima!) (en gr % du poids de l'organe ) 
0) ) | 3,4 +0,! | 62,2 + 5,2 | 3,644+0,49| 4,01 + 0,21 
3 injections 6 3,9 + 0,25] 52,5 + 2,96] 7,95+1,70 | 4,764 0,36 
oc .ascorbique (-15,5% ) (+118 %) (+ 18,6 %) 
6 . 3,55 +0,2 | 64,4 + 5,4 | 3,42 + 0,26 | 2,89 + 0,27 
| (+ 3,5 %) (-6 %) (— 31,1 %) 
3 injections A 3,64+0,2 | 63,08 + 3,55] 1,35+0,5 | 2,98+0,26 
ae ascorblqve| _ (+ 1.4%) | (-62,9 %) (-25,6 %) 
Erratum. Derniére colonne, 4° ligne : au lieu de 4,01 + 0,21 lire 4,01 + 0,28. 


3¢ ligne : au lieu de (— 31,1 p. 100) lire ( 28 p. 100). 


Cing heures aprés V’injection au cobaye d’une dose mortelle 
d’endotoxine par la voie sous-cutanée, les réserves de cholestérol 
des glandes surrénales sont diminuées, mais ni le poids de ces 
glandes, nl da teneur du foie en glycogéne n’ont varié d’une 
mamére « significative » pendant le méme inlervalle de temps. 
Sous linfluence du traitement par l’acide ascorbique, le taux du 
glycogéne hépatique et celui du cholestérol surrénal des ani- 
maux témoins ont augmenté, l'un dans de fortes proportions 
(+118 p. 100), l'autre dans des proportions moindres (+18,6 
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p. 100). Au contraire, chez les animaux soumis a lépreuve d’une 
injection d’endotoxine, le méme traitement a accru la elycogéno- 
lyse (fig. 1). 


| 


EP Ee. (ae: pen Daa ae 


A- Poids des glandes B- Glycogéne hépatique C-Cholestérol surrénal 
surrénales (g. pour 100) (g. pour /OO) 
Fic. 1. — Influence des injections d’acide ascorbique sur l’intoxication expérimen- 


tale du cobaye par l’antigéne typhique O (voir protocole d’expérience tableau II). 

1. Cobayes témoins normaux. 

2. Cobayes auxquels on administre pendant 3 jours de suite 1 injection intra- 
peritonéale de 20 mg d’acide ascorbique, et qu’on sacrifie 24 heures aprés la 
derniére injection. 

3. Cobayes normaux éprouvés par une injection sous-cutanée de 4 mg d’endo- 
texine typhique (antigéne O) et sacrifiés 5 heures plus tard. 

4. Cobayes traités par la vitamine C selon le protocole résumé en 2), éprouvés 
19 heures apres Ja derniére injection de vilamine par une injection sous-cutanée 
dendotoxine typhique et sacrifiés 5 heures plus tard. 


b) Action DE LA cortisone. — Expérience : Soixante-dix cobayes 
sont réparlis en trois lots. Aux 380 cobayes du premier lot, on 
injecte par la voie sous-cutanée 2,5 mg de cortisone, Aux 
20 cobayes du second lot, on administre la méme substance a ta 
méme dose pendant trois jours consécutifs. Les 20 cobayes du 
troisiéme lot sont conservés comme témoins. Vingt cobayes du 
premier lot et 10 cobayes du troisiéme lot sont éprouvés par une 
injection sous-cutanée de 4 mg d’antigéne typhique O, les 10 pre- 
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miers, une heure aprés l’injection de cortisone et les 10 suivants, 
dix-neuf heures plus tard. Tous sont sacrifiés cinq heures aprés 
injection d’endotoxine. Enfin, on sacrifie les témoins représentés 
par les 10 derniers animaux des premier et second lots, respecti- 
vement six heures et vingt-quatre heures aprés la derniére injection 
de cortisone, et par les 10 cobayes neufs du_troisiéme lot 
(tableau III). 


Tasieau III. 


é | INTERVALLE 
NUMEROS | DOSES DE ENTRE DOSE 
DES LOTS | CORTISONE | L'INJECTION |D'ANTIGENE POIDS MOYENS DES vcookiell nacettenl 
DE INJECTEES | DE CORTISONE|TYPHIQUEO} egies | suRRENALES GL , 
COBAYES ET LA MORT Gnas de HEPATIQUE | SURRENALES 
' 
Cong? (en heures ) KORA) | ICSC EE $ (en gr % du poids del’organe) 


- 


TAUX DU 


3,87+0,32 | 61,50+4,36] 9,01 + 2,29] 4,20 +0,37 
aa (-1,1%) (+147,5 %) (+ 4,7 %) 


3,51+0,15 |58,84+6,41 | 0,544 0,3 2,66 + 0,38 
(- 5,4%) (- 85% ) (-33,6 %) 


3,65+0,13 | 55,58+3 0,65+ 0,57 | 2,67+0,2 
(-10,6 %) (-82,6% ) (-33,4 %) 
3,6 +0,10 | 72,5 +5,33] 6,95+0,96 | 4,98+0,37 

(+16,5 %) (+91 %) (+ 24%) 
3,.76+0,55 | 61,33+3,88| 1,11+0,37 | 3,99+0,47 

(-1,4%) (-69,5 %) (-0,5 %) 
ae ee vt - pas 
3,55+ 0,2 64,4 +5.4 | 3,4240,26 | 2,894 0,27 

(+3,5 %) (-6 %) (— 28%) 


Cette expérience et l'expérience résumée dans le tableau IL, foites en méme temps, comportent un jot 
commun d'animaux témoins. 


Temoins 


Sous Vinfluence du traitement par la cortisone, le foie des 
cobayes témoins s’enrichit en glycogéne. Cependant, la fixation 
de ce glucide est plus importante dans les foies des animaux 
sacrifiés six heures aprés une seule injection de cortisone 
(+ 147,5 p. 100) que dans les foies des animaux sacrifiés vingt- 
quatre heures aprés la troisiéme injection de cette hormone 
(+ 91 p. 100). Par ailleurs, les glandes surrénales des cobayes 
traités par trois injections de cortisone contiennent plus de cho- 
lestérol (24 p. 100) que celles des cobayes auxquels on a admi- 
nistré une seule injection d’hormone ou celles des témoins. 

Les cobayes expérimentalement intoxiqués par l’antigéne 
typhique O réagissent différemment selon qu’ils ont été traités 
ou quils n’ont pas été traités par la cortisone. Dans les condi- 
tions de notre expérience, les foies des cobayes sacrifiés cing 
heures apres linjection d’endotoxine sans avoir été soumis au 
traitement par l’hormone contiennent une quantité de glycogéne 
sensiblement égale a celle que nous extrayons du tissu hépatique 
normal, mais les glandes surrénales de ces animaux sont moins 
riches en cholestérol que celles des témoins (— 28 p. 100). 

Les foies prélevés sur les cobayes qui ont recu une ou trois 
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injections de cortisone avant l’injection d’endotoxine sont au 
contraire pauvres en glycogéne. Une seule injection de 2,0 mg 
de corlisone ne semble pas modifier la réponse de la glande sur- 
rénale a l’antigéne typhique O, mais trois injections de la méme 


og - 
BL 
= x 
= i 
= 
= Bi = 
= 3 = 
= ie = 
ES = 
; [MERRIE SG Pee 
A- Poids des glandes B- Glycogéne hépatique C- Cholestérol surrénal 
surrénales (g pour 100) (g. pour 100) 
Fic. 2. — Influence des injections de cortisone sur V’intoxication expérimentale du 


cobaye par l’antigéne thyphique O (voir protocole d’expérience tableau III). 

1. Cobayes ayant recu une injection sous-cutanée de 2,5 mg de cortisone, sacri- 
fiés 6 heures plus tard. 

2. Cobayes soumis au méme traitement. Une heure aprés l’injection de cortisone 
on leur administre par la voie sous-cutanée 4 mg d’antigéne typhique O et on Ics 
sacrifie 5 heures plus tard. 

3. Méme expérience, mais l’intervalle entre l’injection de cortisone et celle 
J’endotoxine est de 19 heures. 

4. Cobayes ayant recu pendant 3 jours de suite 1 injection sous-cutanée de 
2,5 mg de cortisone, sacrifiés 24 heures plus tard. 

5. Cobayes soumis au méme traitement ; 19 heures aprés l’injection de cortisone 
on les éprouve par une injection sous-cutanée de 4 mg d’antigéne thyphique O et 
on les sacrifie 5 heures plus tard. 

6. Cobayes normaux pris pour témoins. 

7. Cobayes normaux éprouvés par l'injection sous-cutanée de 4 mg d’antigéne 
typhique O et sacrifiés 5 heures plus tard. 


hormone diminuent le métabolisme du tissu cortical de cette 
elande dont la teneur en cholestérol, dans ces conditions, reste 
égale a celle de la glande surrénale normale (fig. 2). 
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B. — Expériences sur des cobayes scorbutiques. 


a) ACTION DE L’ACIDE ASCORBIQUE, — L’expérience que nous 
résumons dans le tableau IV confirme les observations que nous 
avons rapportées au début de ce mémoire selon lesquelles ! 
scorbut augmente la sensibilité des cobayes a Jl endotoxine 
typhique. 

Expérience : On injecte sous la peau de 10 cobayes soumis 
depuis trois semaines 4 un régime carencé en vitamine C, 0,2 mg 
d’antigéne typhique O. Dans les mémes conditions, on administre 
20 cobayes normalement nourris 4 mg du méme antigéne. Cinq 
heures plus tard, les 10 cobayes carencés et 10 des cobayes qui 
recolvent une alimentation normale sont sacrifiés. On sacrifie en 
méme temps 20 cobayes témoins: 10 cobayes ‘carencés non 
intoxiqués et 10 cobayes neufs. Quinze heures aprés [injection 
d’endotoxine typhique les 10 derniers cobayes d’épreuve qui 
nont pas élé privés de vitamine © sont sacrifiés a leur tour. 

Nous constatons que les cobayes normalement nourris ne sont 
apparemment pas malades cing heures aprés |’injection d’endo- 
toxine. Leur foie contient autant de glycogéne que celui des 
cobayes témoins mais leurs glandes surrénales ont perdu 28 p. 100 
de leurs réserves de cholestérol. ‘Les glandes surrénales des ani- 
maux qui sont sacrifiés dix heures plus tard sont plus volu- 
mineuses que celles des cobayes témoins et contiennent moins de 
cho'estérol (— 31 p. 100); leur foie a perdu 80 p. 100 de son 
contenu glycogénique (tableau IV). 

Lorsqu’ils sont soumis & un régime privé de vitamine C, les 
cobayes ont de volumineuses glandes surrénales (+ 46,7 p. 100 par 


TABLEAU IV. 


HEPATIQUE | SURRENALES 
(en gr% du poids de l'organe) 


é INTERVALLE ti 
NUMEROS ENTRE DOSE 
DES LOTS LIINJECTION |D'ANTIGENE POIDS MOYENS DES 

DE REGIME | p-antiGeNe |TYPHIQUEO pice | surrékaces GLYCOGENE | CHOLESTEROL 


COBAYES Ef LA MORT 
(en heures) 


(en mg) | (en gr% du poids de l'animal) 


' Sans 5 104,3 + 4,39} 0,83 + 0,25] 1,65 + 0,24 
pitamine © *(+64,3%) | (-77,2%) [E(-58,85%) 
4 
2 Normal 5 3,55+0,2 | 64,4 + 5,3 | 3,42 + 0,26 
- (+3,5%) (= 6%) 
2 Maary 3,954 0,33 | 71,4 + 6,38] 0,73 + 0,20 |2,76 + 0,24 


(+14,46%) (-80%) (-31 %) 


2 Normal 62524 5,2 


3,64 +0,49 


' Sons 


4 3,97+ 0,57 
vitamine C 
ee 


Sta Fe 
(+ 46,7%) 


0,99 + 0,25 
(-72,8 %) 


2,18 + 0,34 
(—45,63%) 


* Diminution Por ropport aux glandes surrénales du témoin privé de vitomine C* 21,9 pour 100 
om Diminution par rapport d la teneur en cholestérol des glandes surrénales du témoin privé de vitamine C:13,22p.100 


Erratum, — Derniére colonne, 4¢ ligne : au lieu de 4,10 + 0,21 lire 4,01 + 0,28. 
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rapport aux glandes normales), pauvres en cholestérol. Leur tissu 
hépatique renferme environ trois fois moins de glycogéne que celui 
des cobayes témoins. 'L’état de carence en vitamine © accroit la 
gravité de l’intoxication par l’antigene typhique O dont les symp- 


104,3 


al 


A- Poids des glandes B-Glycogéne hépatique. C-Cholestérol surrénal 
surrénales. (g.pour 100) (g. pour [OO) 


Hic. 3. — Influence de la carence en vitamine C sur l’intoxication expérimentale 


du cobaye par l’antigeéne typhique O (voir protocole d’expérience tableau IV). 

1. Cobayes soumis depuis 3 semaines 4 un régime sans vitamine C, éprouvés par 
1 injection sous-cutanée de 0,2 mg d’antigéne typhique O et sacrifiés 5 heures plus 
tard. 

2. Cobayes normaux éprouvés par une injection sous-cutanée de 
antigéne et sacrifiés 5 heures plus tard. 

3. Cobayes normaux éprouvés comme les précédents mais sacrifiés 15 heures 
apres l’injection d’antigéne, 

4. Cobayes normaux pris pour témoins. 

5. Cobayes soumis depuis 3 semaines 4 un régime sans yitamine C, pris pour 
témoins. 


4 mg du méme 


tomes sont décelables dés Jes premiéres heures qui suivent Vinjec- 
tion d’endotoxine. Les glandes surrénales des cobayes sacrifiés 
cing heures aprés cette épreuve atteignent un volume considé- 


304 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


rable (+ 64,3 p. 100 par rapport aux glandes normales) et 
contiennent moins de cholestérol que celles des animaux carencés 
pris pour témoins. Quant au foie de ces animaux intoxiqués il 
est tres pauvre en glycogéne, mais il n’existe pas de différence 
sensible entre les chiffres qui expriment dans le tableau IV la 
teneur de ces foies en glycogéne et celle des foies des cobayes 
carencés pris pour témoins (fig. 3). 

L’acide ascorbique administré aux cobayes scorbutiques réta- 
blit-il ’équilibre rompu par la carence en vitamine C ? 


Expérience : Des cobayes privés de vitamine depuis trois 
semaines sont répartis par groupes de 10. Les animaux du pre- 
mier lot regoivent une injection intrapéritonéale de 20 mg d’acide 
ascorbique et sont sacrifiés six heures plus tard. Ceux du second 
lot sont soumis au méme traitement mais on les sacrifie vingt- 
quatre heures apres l’injection de la vitamine. Enfin, aux cobayes 
du troisiéme lot on injecte 20 mg d’acide ascorbique par la voie 
péritonéale, a trois reprises différentes et pendant trois jours 
consécutifs. On sacrifie les animaux de ce lot vingt-quatre heures 
apres la derniére injection. 

Le foie et les glandes surrénales de chaque cobaye sont pesés. 
On extrait le glycogéne du foie et on dose le cholestérol du tissu 
surrénal. Les résultats de cette expérience sont résumés dans le 
tableau V auquel nous avons ajoulté, a titre de comparaison, les 


TABLEAU Y. 


INTERVALLE 
NUMEROS Beles pk 
ASCORBIQUE | ENTRE LA POIDS MOYENS DES 
DES LOTS aeen VOIE DERNIERE GLYCOGENE | CHOLESTEROL 
PERITONEALE LT gee FOIES SURRENALES | yépatique | SURRENALES 
enim i ‘ani 
( 9) (en heures) | (€M 9F% du poids de l'animal) |(en gr % du poids de l'organe) 


Syilit, OMe 


20 |. 24 | 3.124018 


3 


68,25 + 4,3 
(+9,72%) 


1,84 + 0,4 
(-49,45 %) 


3,53 + 0,34 
(Users 


64,10 + 4,1 3,92 £ 0,64) S\37 + O;S! 
(+3,05%) | (+ 7,69%) | (438.9 % ) 


3,29 + 0,28] 3,69 + 0,24 


(4:7,/66%)) | {="S 61%) | =" 7, 98%) 


0 3,97 + 0,57 91,30+ 7,20) 099+ 0,25 | 2,18 + 0,34 
(+46,78%) | (-72,8 %) | (-45,63 % ) 


+ 0,35 


66,97+ 5,18 


CARENCES 


3,40+0,1 62,20+ oe 3,64 + 0,49 


Naox 


chiffres obtenus en expérimentant sur des animaux témoins privés 
de vitamine C et sur des animaux normalement nourris. 


De cette expérience, il ressort que l’acide ascorbique admi- 
nistré a des cobayes privés de vitamine C depuis trois semaines 
rétablit trés rapidement les fonctions perturbées du tissu cortical 
des glandes surrénales et celles du tissu hépatique. On constate 
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cependant que le foie ne fixe le glycogéne qu’aprés un délai de 
plusieurs heures aprés l’injection d’acide ascorbique. 


b) Action DE LA CorTISONE. — Expérience : Cinquante cobayes 
soumis depuis trois semaines & un régime sans vilamine C sont 
répartis en cing lots. Les animaux du premier, du second et du 
troisiéme lot sont traités par une injection sous-cutanée de 2,5 mg 
de cortisone ; on les sacrifie par groupes de 10, six heures, vingt- 
quatre heures et trois jours plus tard. Aux cobayes du quatriéme 
lot on injecte sous la peau 2,5 mg de cortisone pendant trois 
jours de suite. Vingt-quatre heures aprés la derniére injection, 
ces animaux sont sacrifiés ainsi que les 10 cobayes du cinquiéme 
lot conservés comme témoins. Quarante cobayes normalement 
nourris et traités par une ou par trois injections de cortisone sont 
sacrifiés dans les mémes délais que les animaux des groupes 1 
et 4, en méme temps que 10 cobayes témoins non traités. 

Si nous comparons les chiffres groupés dans le tableau V 
a ceux du tableau VI oti sont réunis les résultats de cette expé- 


Tasieau VI. 


INTERVALLE 
NUMEROS | DOSES DE | ENTRE LA POIDS MOYENS DES ees 
DES LOTS | CORTISONE DERNIERE e ‘ 
ae IRUECTEES | nercewicn otis surrénaces | SLYCOGENE | CHOLESTEROL 
COBAYES | (77 canta) ET LA MORT itl eee HEPATIQUE | SURRENALES 
(en heures) OMT ASCITES CURSED (en gr% du poids de l’organe ) 
: ‘ 3,95 +0,15 |100,3 + 9,2 | 1,25 + 0,28] 2,75 + 0,34 
: 2. (+ 61,2%) | (-65,7%) (-31,4%) 
be 5 sO | say = B 1,28 + 0,28 | 4,28 + 0,26 
Fal Wes ON (= 562%) | (-64,8%) | (+6,7%) 
rs) 3,74+0,5 | 87,2 + 5,27| 1,45 + 0,39 | 1,44+ 0,25 
rel), i Zoe 72 (+40,2%) | (-60,2%) | (-64,1%) 
& a + 
S PETG) sires (ire 2 bela 2 Gar 
a Se ae (+143,9 %) | (-79,9%) | (-50,1%) 
3,97+0,57 | 91,3 + 7,2 | 0.99 +0,25| 2,18+0,34 
5 € (+46,8 %) (-72,8%) | (-45,63%) 
== 
ns 3,87+0,32 | 61,5 + 4,36| 9,01 + 2,29] 4,20+ 0,37 
aie! ers c (-1,1%) (+147,5 %) | (+4,7%) 
> } A. : 
= bis 3,6 40,1 | 72,5+ 5,33] 6,95 +0,96| 4,98+0,37 
x || 4 Lose es (+16,5 %) (+90,9 %) | (+24,2%) 
Oo 
S We 
5 bis 0 3,4 +0,1 | 62,2+ 5,2 | 3,64+0,49]| 4,01+ 0,28 


rience, nous constatons cerlaines ressemblances entre Vaction de 
la cortisone et celle de l’acide ascorbique. 

Sous influence d’une injection de l’une ou de lautre sub- 
stance le volume des glandes surrénales des animaux d’épreuve 
diminue, le tissu cortical de leurs glandes surrénales s’enrichit 
en cholestérol et leur foie synthétise de nouveau le glycogéne. 

Cependant, des différences apparaissent entre les résultats des 
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deux expériences. Le foie des cobayes en état de carence, traités 
par une ou par plusieurs injections d’acide ascorbique, contient 
plus de glycogéne que le foie des cobayes normaux. En dépit 
d’une légére augmentation de ses réserves de glycogeéne, le foie 
des cobayes auxquels on administre une injection de cortisone 
contient, au contraire, moins de cet hydrate de carbone qu’un 
foie normal. 

Les différences sont encore plus grandes lorsqu’on étudie 
comparativement sur les cobayes trailés par trois injections 
d’acide ascorbique et sur les cobayes auxquels on admuinistre 
trois injections de cortisone, les variations des réserves glyco- 
géniques du foie et les modifications de la teneur en cholestérol 
des glandes ‘surrénales. Les cobayes traités par trois injections 
d’acide ascorbique ont, en effet, un foie riche en glycogéne et des 
surrénales dont les réserves de cholestérol et le volume sont nor- 
maux, mais les animaux auxquels on a administré la cortisone pen- 
dant trois jours consécutifs présentent les signes d’une vive réac- 
tion du tissu surrénal et des troubles importants du métabolisme 
des hydrates de carbone. Le volume et le poids de leurs glandes 
surrénales dépassent ceux des mémes organes prélevés sur des 
cobayes témoins en état de carence et leur foie contient trés peu 
de glycogéne. Par ailleurs, les injections répétées d’hormone ont 
la curieuse propricté d’appauvrir les glandes surrénales qui 
perdent 50 p. 100 de leurs réserves de cholestérol. 


* 
xk 
DiIscussSION ET CONCLUSION. 


Les injections d’acide ascorbique au lapin, au cobaye et A Ja 
souris augmentent la résistance de ces rongeurs a |’endotoxine 
typhique. Une alimentation privée de cette vitamine affaiblit au 
contraire la défense naturelle du cobaye dont lorganisme ne syn- 
thélse pas l’acide hexuronique. 

Sous Vinfluence du traitement vitaminé, le foie des cobayes 
normaux s’enrichit en glycogéne (+ 118 p. 100). Les glandes 
surrénales de ces animaux perdent du poids (— 15,5 p. 100) et 
synthétisent davantage de cholestérol (+ 18,6 p. 100). En d’autres 
termes, les injections de vitamine C favorisent l’accumulation du 
glycogene dans la cellule hépatique et, si on se fonde sur les 
observations de G. Sayers et M. A. Sayers [84], elles diminuent 
Pactivité sécrétrice du tissu cortical surrénal. 

Cing heures aprés l’injection d’endotoxine typhique, les glandes 
surrénales des cobayes trailés par Vacide ascorbique et celles 
des cobayes qui n’ont pas été traités ont un poids normal, mais 
elles ont perdu respectivement 25,6 et 31,1 p. 100 de leurs 
réserves de cholestérol. On est autorisé 4 conclure de ce fait que 
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lendotoxine microbienne accroit la sécrétion des hormones cor- 
luco-surrénales aussi bien chez les cobayes traités par l’acide 
ascorbique, que chez les cobayes témoins non traités. Les résultats 
different si on compare, aprés les mémes délais, le contenu 
glycogénique du foie des animaux des deux groupes. Celu des 
cobayes traités par la vitamine a diminué dans la proportion de 
62 p. 100; celui des cobayes qui n’ont pas été traités est, au 
contraire, normal. Il faut attendre quinze heures apres V’injection 
de la toxine pour constater une diminution importante du contenu 
glucidique du foie de ces animaux. A l’appauvrissement relative- 
ment lent du tissu hépatique des cobayes éprouvés par une injec- 
tion d’endotoxine typhique, il convient d’opposer la fonte rapide 
des réserves glycogéniques du foie des cobayes traités par la vita- 
mine C lorsque ces animaux sont soumis a l’épreuve du poison 
microbien, 

Le foie des cobayes normaux auxquels nous avons administré 
la cortisone en une ou en plusieurs injections synthétise acti- 
vement le glycogéne. Une seule injection de 2,5 mg de cortisone 
au cobaye ne modifie ni le volume ni la teneur en cholestérol de 
ses glandes surrénales, mais trois injections de la méme hormone 
ont pour effet de favoriser accumulation du stérol dans le tissu 
cortical de ces organes. 

De méme que le traitement par l’acide ascorbique favorise !a 
disparition du glycogéne hépatique des cobayes expérimentale- 
ment intoxiqués par l’antigéne typhique O, de méme le traitement 
par la cortisone accélére la glycogénolyse dans le foie des ani- 
maux soumis a la méme épreuve, mais selon que l’on traite ces 
cobayes par une ou par trois injections d’hormone, leurs glandes 
surrénales réagissent différemment. Celles des cobayes_ traités 
par une seule injection ont leurs réserves de cholestérol réduites 
par le poison microbien, celles des animaux auxquels on admi- 
nistre la cortisone pendant trois jours consécutifs ne répondent 
plus a la sollicitation de l’endotoxine et contiennent une quantité 
normale de cholestérol. La résistance des animaux a la toxine 
est affaiblie par trois injections d’hormone. Elle ne semble pas 
modifiée par une seule injection. 

Un régime sans vilamine C accroit Ja sensibilité du cobaye 
a lantigéne typhique. Si nous comparons, en effet, les chiffres 
groupés dans le tableau IV, nous constatons que le foie des ani- 
maux, privés d’acide ascorbique depuis trois semaines, contient 
trés peu de glycogéne et que leurs glandes surrénales sont volu- 
mineuses mais pauvres en cholestérol. Lorsqu’on injecte a ces 
cobayes scorbuliques une dose d’endotoxine typhique égale au 
vingtiéme de la dose qui tue en un a trois jow's un cobaye normal, 
ils meurent en quelques heures. Dés la cinquieme heure qui sult 
l’'injection d’endotoxine, le poids de leurs glandes surrénales 
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augmente de 21,9 p. 100 par rapport 4 celui des mémes organes 
prélevés sur des cobayes carencés conservés comme témoins, ct 
le cholestérol de ces glandes diminue dans la proportion de 
13,22 p. 100. Au contraire, leur foie contient du glycogéne dans 
la méme proportion que le foie des témoins atteints de scorbut. 

Les injections de vitamine C au cobaye scorbutique augmentent 
sa résistance au poison du bacille typhique. Vingt-quatre heures 
aprés une seule injection de vitamine, les fonctions perturbées 
par V’avitaminose sont restaurées. Le cholestérol devient abon- 
dant dans les glandes surrénales dont le poids diminue et le 
elycogéne s’accumule de nouveau dans le foie de l’animal ainsi 
traité. 

I] est curieux de constater que la cortisone a des effets diffé- 
rents selon qu’elle est administrée en une ou en plusieurs injec- 
tions aux cobayes scorbutiques. 

Nos cobayes soumis 4 un régime privé de vitamine C ont réagi 
de la maniére suivante vingt-quatre heures aprés avoir recu, par 
Ja vole sous-cutanée, une injection de 2,5 mg de cortisone : leurs 
glandes surrénales ont perdu du poids ; elles se sont enrichies en 
cholestérol ; leurs foies ont synthétisé du glycogéne, mais en 
dépit d'une augmentation sensible des réserves glucidiques de ces 
organes celles-ci sont encore inférieures a celles du tissu hépatique 
normal. Néanmoins, l’injection de 2,5 mg de cortisone réduit 
momentanément les troubles fonctionnels de ]’avitaminose et confére 
a l’animal une plus grande résistance a l’intoxication par l’anti- 
géne typhique. Injectée 4 la méme dose pendant trois jours consé- 
cutifs, sous la peau du cobaye privé de vitamine C, la cortisone 
produit un effet différent. Elle épuise les derniéres réserves glyco- 
géniques du foie, accroit le poids déja élevé des glandes surré- 
nales et réduit la quantité de cholestérol contenue dans ces 
glandes déja appauvries par la carence sans augmenter la résis- 
tance du cobaye au poison microbien. 


* 
x * 


G. Sayers, M.A. Sayers, E.G. Fry, As White et CoN JH: 
Long [82] ont rapporté en 1944 que les glandes surrénales des 
animaux qui présentent un état infectieux, perdent leurs réserves 
de cholestéroi. Ce phénoméne serait la conséquence d’une aug- 
mentation de la sécrétion hormonale du tissu cortical surrénal. 
On l’observe habituellement dans le syndrome qui porte le nom 
de « choc »; on Vobserve également au cours de l’intoxication 
par l’antigeéne typhique O. Par ailleurs, les résultats de nos 
recherches confirment que les réserves glycogéniques diminuent 
dans le foie des animaux éprouvés par une injection de cet anti- 
gene |33]. Cependant, dans les conditions de notre expérience, 
elles diminuent lentement, 1’ injection d’acide ascorbique ou de 
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cortisone 4 l’animal d’épreuve hale l’épuisement de ces réserves. 

Favorisant la synthése du glycogéne dans le foie du cobaye 
normal, hormone et la vitamine ont la propriété d’accélérer la 
glycogénolyse chez le cobaye intoxiqué. Des recherches anté- 
rieures ont démontré que Vinjection d’endotoxine typhique aux 
petits rongeurs mobilise dans l’organisme de ces animaux une 
grande partie de leurs réserves glucidiques tissulaires [34, 35, 36, 
37, 38]. Elle produit un diabéte ; or les travaux de C. N. H. Long, 
B. Kaltzin et E. G. Fry nous enseignent que la cortisone aggrave, 
dans certaines conditons, le diabéte expérimental [39]. L’ hormone 
surrénale exerce-t-elle une action comparable lorsqu’elle est 
administrée a des animaux qui sont soumis a l’épreuve d’une 
injection du poison typhique ? Une récente observation publiée 
par J. L. Engel plaide en faveur de cette hypothése [40]. Elle 
concerne les effets stimulants de la cortisone sur les phéno- 
ménes réactionnels produits par les traumatismes, entre autres 
les troubles du métabolisme des glucides. 

Si le mécanisme par lequel la vitamine C accroit la glyco- 
génolyse chez les cobayes intoxiqués échappe encore a nos inves- 
tigations, nous sommes néanmoins autorisés & penser, en nous 
fondant sur les faits rapportés par H. B. Bacchus en collabora- 
lion avec M. H. Heiffer et N. Altszuler [44], que cette vitamine 
renforce l’action de hormone corticale libérée par l’endotoxine. 
Nous avons observé par ailleurs que les injections d’acide ascor- 
bique renforcent Ja résistance des cobayes a l’antigéne typhique. 
Dans un autre ordre de faits, il ressort de nos expériences que la 
corlisone ne semble pas augmenter cette résistance lorsqu’elle 
est injectée sous la peau du cobaye normal a la dose de 2,5 mg. 
Il apparait également que les injections répétées de cette hormone 
accroissent la sensibilité des cobayes a l’endotoxine. L. Chedid et 
F. Boyer [24] ont constaté qu’une injection sous-culanée de corti- 
sone a la dose de 2 mg diminue fortement la mortalité parmi les 
souris quils éprouvent, vingt-quatre heures plus tard, par une 
injection d’une dose létale d’endotoxine typhique. Cependant, si 
nous établissons pour ces expériences un rapport entre le poids 
de la cortisone injectée et le poids de l’animal d’épreuve, nous 
remarquons que la quantité de cortisone administrée 4 nos cobayes 
est inférieure a celle que 'L. Chedid et F. Boyer injectent a la 
souris. D’autre part, il convient de rappeler que l’action d’une 
hormone introduite par la vole parentérale varie souvent d'une 
espéce animale a une autre. 

Lorsqu’ils sont soumis depuis trois semaines a un régime sans 
vitamine C, les cobayes présentent, a certains égards, des lésions 
pathologiques comparables a celles des animaux dans un état de 
« choc ». Leurs glandes surrénales sont volumineuses [42] ct 
pauvres en cholestérol [43] ; leurs réserves de glycogéne hépatique 
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sont basses [44]. L’injection d’endotoxine typhique accroit ces 
phénoménes physio-pathologiques. Elle produit les mémes effets 
qu’une injection d’hormone corticotrope [45, 46]. A Vexcitation 
de lécorce surrénale, conséquence de l’avitaminose, s’ajoute celle 
produite par l’antigéne microbien. Ces désordres sont rapidement 
réparés par la vitamine C qui est indispensable au rétablissement 
de la fonction glycogénique du foie et au maintien de l’équilibre 
du « milieu intérieur ». ‘La cortisone, dans les mémés conditions, 
ne maintient pas cet équilibre. Administrée a la dose de 2,5 mg 
au cobaye scorbutique, elle semble momentanément  rétablir 
Vhoméostasie, mais lorsqu’on l’injecte pendant plusieurs jours 
consécutifs, elle aggrave les troubles de la fonction sécrétrice des 
glandes surrénales. 
SUMMARY. 


Injections of ascorbic acid enhance the resistance of rabbits, 
guinea-pigs and mice to typhoid endotoxin ; scurvy increases the 
susceptibility of guinea pigs to this antigen. According to the 
circumstances, injections of cortisone have a beneficial or a dele- 
terious effect on the resistance of guinea pigs. Their action 
varies with the amount of hormone administrated. 

The experiments here reported demonstrate that ascorbic acid 
and cortisone stimulate the effect of typhoid endotoxin on gly- 
cogen metabolism and modify the homeostatic response of the 
adrenal cortex to the toxin. 
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RECHERCHES SUR L’ACTION 
DE LA SPIRAMYCINE /W V/TRO 
COMPAREE A CELLE D'AUTRES ANTIBIOTIQUES 


par Horst GARTNER (°) 


(Institut d’ Hygiene et de Bactériologie de ? Université de la Sarre 
(Directeur : professeur D*™ H. Garrtner)) 


La spiramycine, anlubiolique extrait par Pinnert-Sindico, d'un 
Streptomyces jusqu’a présent inconnu et appelé Streptomyces 
ambofaciens |40] est a l'étude depuis bientot un ian au laboratoire 
et en clinique, surtout en France. Il ressort des recherches sur 
le spectre anti-bactérien et des essais cliniques, que la spiramy- 
cine agit sur les cocci 4 Gram positif et négatif, ainsi que sur 
quelques autres germes, alors que les bacilles Gram négatifs, 
notamment ceux de la flore intestinale, ne sont pas influencés. 

Pour étudier personnellement le spectre antibiotique, nous 
avons entrepris dans nos laboratoires, depuis l’été 1955, des 
recherches sur la spiramycine (1) dans le cadre des tests de 
résistance habituels. Nous désirions vérifier dans quelle mesure 
une détermination aussi générale du spectre d’action était justifice 
et, d’autre part, quel était effet du produit in vitro, comparé 
a d’autres antibiotiques courants. Nous exposerons, ici, les résul- 
tats de nos recherches, que nous croyons susceptibles de com- 
pléter les notions actuelles sur le spectre antibiotique de la 
spiramycine. 

MATERIEL ET METHODE. 


On a étudié la sensibilité de 750 souches, a savoir : 


I Strep.. Thémmolytique: 2 gsc-.screstareieierscyorotereretetstsl torrie eats 14 souches 
2.7 SUrepasalivarins “AMS sauce. cent eee eee 72 » 
Se Staph, “GUreUs wivxe as sage aurers Mee oe Se ee 133 » 
Mh. ED PEPOCOQUES sais axersjele o/c axe. o sepre cet kere tenements ere pete 12 » 
5 sAChTomovaeten x. csiecsuasc sas. sieves RET eee 19 » 
Gy Aerobactermacrogenes) wisest 34 » 
UeBactinc COU ICOM: tee eis eee eT TS 208 » 
Si Bacta col shémolytiquesntes crs cee ec eeeeee 42 » 
QD. PSCNAOTVOM ASP raeiwe cs nee ae olen c Se 70 » 
10...Bact,. proteus saraac. ee cis stoners eieateric Sees 33 » 


750 souches 
(*) Manuscrit recu le 18 avril 1956. 
(1) La spiramycine nous a été fournie par les Laboratoires Specia 
(sous le nom déposé de Rovamycine). Nous les remercions vivement 
pour la fourniture de ce produit. 
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Les tests de résistance ont été effectués a l'aide de cultures 
pures, rencontrées dans la pratique courante. Nous avons utilisé 
les tests par diffusion, qui permettent de déterminer la sensibilité 
relative des germes par rapport 4 Staph. aureus S. G. 511 (seul 
d’inhibition de croissance: a 0,05 U.I./ml de pénicilline; a 
0,5 ug/ml d’auréomycine et 5 pg/ml de streptomycine). 


Pour étre essayés, les germes ont été cultivés au préalable, huit 
a dix heures dans un bouillon de viande ajusté & pH 7,2 pour é@tre 
ensuite ensemencés sur plaques de gélose en lignes radiales autour 
des cavités (9 mm de diamétre). Comme milieu de culture, on a utilisé 
un bouillon gélosé (A 3 p. 100) additionné de 10 p. 100 de sang de 


mouton, a pH 7,2. 13,5 4 14 ml ont été versés sur la plaque en couche 
uniforme. 


Les antibiotiques étudiés sont titrés de maniére que le taux 
d’inhibition, pour Staph. aureus S.G.511 (Oxford), donne une 
auréole d’un diamétre de 30 a 40 mm. Dans la réalisation de ces 
essais, le degré d’inhibition correspondant a celui de Staph. 
aureus S. G. 511 est désigné par le symbole « 3 ». Aux souches 
dont l’inhibition est plus prononcée que le germe servant de 
témoin est affectée la valeur « 4 »; « 2 » indique une inhibition 
moyenne, « 1 » une faible inhibition, tandis que la résistance 
totale est symbolisée par « 0 ». Il est superflu de souligner que 
ce procédé par diffusion ne permet pas d’obtenir des valeurs 
quantitatives pour chaque cas particulier. Dans la pratique cou- 
rante, le test donne cependant des indications utiles quant a la 
sensibilité des germes en contact avec les antibiotiques habituels, 
et ila fait ses preuves dans les travaux effectués en collaboration 
étroite avec la clinique. Une méthode qui donne des valeurs 
relatives par comparaison avec une souche sensible est particu- 
liérement utile dans l’étude de la spiramycine, parce que cet anti- 
biotique présente des différences frappantes entre son activité 
in vivo et les doses bactériostatiques constatées in vitro. 

Pour un certain nombre de cas (60 souches de Staph. aureus), 
on a déterminé, de plus, la dose inhibitrice a l’aide d’un test de 
dilution objectif. 


RESULTATS. 


La résistance des germes étudiés en présence de la spiramycine 
est représentée sous forme de graphique. En abscisse, sont indi- 
qués les degrés de sensibilité, allant de 4 4 0 et en ordonnée, le 
nombre de germes. Il est a noter que les germes ne sont pas 
tous également fréquents et que, par conséquent, il a fallu établir 
diverses échelles. Il ressort des graphiques que les souches de 
streptocoque hémolytique (groupe sérologique A, CG, G) rep de 
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Strep. salivarius sont particuliérement denses aux degrés de sensi- 
bilité élevés et que la plupart des staphylocoques ont pu étre 
classés entre les degrés de sensibililé « 3 » et « 4 ». En ce qui 
concerne les streptocoques hémolytiques et Strep. salivarius, 
aucune souche n’est entiérement résistante, une seule (sur 86) a 
été peu sensible (0-1% et 1% degré), et 6 autres souches ont montré 
une inhibition moyenne (1-2 et 2). Pour Staph. aureus, sur 
133 souches, 2 seulement sont totalement résistantes et une peu 
sensible (1° degré) ; 34 souches relévent du 2° degré. Les enté- 
rocoques (streptocoques du groupe sérologique D) sont nettement 
moins sensibles. Une souche seulement sur 125 est entiérement 
résistante, mais plus de la moitié présentent une sensibilité faible 
ou moyenne (7 souches du 1% et 1-0 degré, 61 souches du 2° 
et 2°-1% degré). Pour les bacilles 4 Gram négatif et, en particu- 
lier, B. coli commune et le colibacille hémolytique (250 souches 
au total), la sensibilité se situe, pour la plupart, aux 17 et 
2° degrés. [Les germes du groupe Pseudomonas et les Proteus 
sont, pour la plupart, résistants. Au-dessus du 2° degré, on trouve 
peu de souches, la sensibilité du 8° et du 4° degré n’existe prati- 
quement plus. En ce qui concerne les souches d’Aerobacter 
aerogenes et les souches d’Achromobacter, non mentionnées sur 
les tableaux, elles se situent, par leur degré de résistance, entre 
les entérocoques et les colibacilles. 

Comme les publications l’ont indiqué, la spiramycine agit donc, 
in vilro, essentiellement sur les cocci Gram positifs. Cette consta- 
tation appelle une certaine réserve pour les entérocoques car, 
pour la plupart, ils se situent 4 la limite au-dessous de laquelle 
on ne peut plus obtenir avec certitude un effet thérapeutique. 
Sur les bacilles Gram négatifs, Vaction est faible, comme on 
pouvait s’y attendre. Cependant, il existait parmi eux certaines 
souches sensibles : 28 sur 210 pour B. coli, par exemple. 


Pour 60 souches de Staph. aureus, on a effectué un test de 
dilution, parallélement au test de diffusion. La concentration inhi- 
bitrice de croissance se situe, pour la moitié des souches, a 
2,5 ug/ml et a 5 pg/ml (82 souches) et pour l’autre moitié, 
ai 10 ug/ml (quatorze fois), ou au-dessus de 100-1000 ug/ml 
(quatorze fois); pour la souche de Staph. aureus S. G. 511 
(Oxford), la dose inhibitrice est de 5 ue/ml. Les résultats des 
deux méthodes d’essai concordent pour la plupart des cas 
(85 p. 100); la divergence pour les autres peut s’expliquer par 
le fait que ces souches n’ont pas été testées simultanément (voir 
détails in Ritzerfeld [45]). Done, in vitro, les doses inhibitrices 
sont relativement élevées, ce qui ressort aussi des recherches 
faites avec lVappareil de Warburg; elles se situent a la limite 
des valeurs indiquées pour les taux sériques moyens. Despois, 
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par exemple, a rapporté qu’au cours d’un essai sur des sujets 
normaux, recevant 2 g de Rovamycine par voie buccale, le taux 
serique atteignait 3,4 we/ml aprés deux heures, environ 2,3 ug/ml 
apres trois et quatre heures et 1,87 pg/ml aprés cing heures. 
Chabbert a dosé, aprés administration orale de 3 ¢ de Rovamy- 
cine, en quatre prises, aprés deux heures, 1,6-8 ug/ml et apres 
six heures, 0,7-2,5 ug/ml [8, 4]. De telles différences entre les 
fortes doses nécessaires in vitro et la bonne efficacité en clinique 
ont été signalées pour d’autres antibiotiques, par exemple par 
Ravina, pour la cyclosérine et l’oxamycine [42, 43]. On peut expli- 
quer ce phénoméne par l’action principalement  bactériostatique 
du produit, d’une part, et peut-étre aussi par son élimination 
rapide, d’autre part. Dans ces conditions, en se basant sur la 
dose inhibitrice in vitro et en tenant compte des taux sériques 
pouvant étre atteints, on ne peut pas conclure quant aux possi- 
bilités de Vemploi thérapeutique. 


Les essais sur le mode d’action de la spiramycine, entrepris 4 notre 
Institut avec l’appareil de Warburg, ont été rapportés en détail par 
Ritzerfeld [45]. Il en résulte que sur le staphylocoque S. G. 511, le 
produit présente une action bactériostatique classique, telle qu’elle 
a 6té décrite pour la premiére fois par Hirsch [6]. Si la spiramycine 
est ajoutée a la culture dés le début de l’expérience, la croissance des 
germes est inhibée proportionnellement 4a l’augmentation de la dose. 
Si la spiramycine est ajoutée a Ja phase de croissance logarithmique, 
on observe un arrét total de la croissance, et les courbes de respiration 
diminuent avec l’augmentation de la dose. La numération des germes 
confirme l’effet bactéricide partiel qui se manifeste ainsi. L’effet bacté- 
ricide total, tel qu’on l’atteint facilement avec la péniciljline, n’a pas 
été obtenu dans des temps correspondants, méme avec des doses allant 
jusqu’’a 500 pg/ml. 


Autre probleme important : celui de l’action de la spiramycine 
comparée a celle de la pénicilline, Pauréomycine et la streptomy- 
cine. Afin de pouvoir nous prononcer a ce sujet également, nous 
avons comparé les résultats des essais avec la spiramycine, men- 
tionnés plus haut, & ceux obtenus par la méthode de diffusion 
pour les trois antibiotiques cités. Les résultats sont rapportés 
ci-dessous et partiellement réunis en tableaux. 


Pour le streptocoque hémolytique (14 souches), le résultat parait 
tres net. Les souches réagissent pratiquement de la méme maniére 
en présence des quatre produits. Les souches trés sensibles in 
vitro a la spiramycine, le sont également aux autres antibiotiques. 
Une souche de sensibilité moyenne réagit mieux a la spiramycine 
qu’aux autres substances. Un germe spiramycino-résistant lest 
également aux autres antibiotiques. Le tableau I indique les résul- 
tats pour les streptocoques du groupe salivarius. Il en ressort 
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que, sur 72 souches, 46 réagissent également bien en présence 
de tous les produits. Dans 10 cas, la spiramycine est supérieure, 
dans 2 cas, moins efficace. Pour 14 souches, les résultats avec 
les autres antibioliques ne sont pas uniformes. La derniére 
colonne résume les résultats comparatifs pour chaque groupe : 
le signe + indique que le produit figurant en fin de colonne est 
plus efficace que la spiramycine, le signe = indique une activité 


Streptococcus Streptococcus du Staphylococcus Enterococcus 
hemolyticus (14) Groupe Salivarius (72) aureus 133) (123} 


10 


hy 22 Du.red) o Mad, 3-2, 2u 2-1, ° Hud, 322, 2u. 2-4, 0 y.3, 3-2 2U.2-4, 
44-9, Au {40 Av.4-0 AU,4-0 
Serobacter aAerog. Escherichia coli Souches du Groupe Bact. proteus (33). 
(34) (250) Fseudomonas (70): 


ae 150 Ke 20 


LOO 
10 
50 
eS 
Hyd, 3.2, Wed, ° hus, 3.2,20.2-4, ° hus 3-2, 20,294 ° ku.4, 3-2,2u.9-4, ° 
4U.4-0, Av4-0, Au4-0, : Au. 4-0, 
Fic. 1. — Action inhibitrice de la spiramycine 


sur 750) souches de bactéries différentes. 


équivalente, le signe —, un effet inférieur a celui de la spira- 
mycine. Les chiffres en téte de colonne indiquent le nombre dé 
souches ; seules les variations d’au moins 1 degré de résistance 
figurent sur le tableau. Il apparait que, dans l’ensemble, l’effi- 
cacité de la spiramycine est égale ou supérieure. Dans un seul 
cas, concernant un germe relativement sensible 4 la spiramycine 
(2°-8° degré), la sensibilité a l’auréomycine est plus prononcée. 

Les tableaux IT et III donnent le résultat des essais sur les sta- 
phylocoques et les entérocoques. Pour les staphylocoques, 4 sou- 
ches seulement sur 133 sont plus sensibles a tous les autres anti- 
biotiques qu’é la spiramycine ; pour 38 souches, la spiramycine 
est plus active et pour 61 souches, les résultats sont variables. 
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TaBLeau I. 


Strept.Salivarius j Gompunc B 3 
Aetaon de la Spirany- 9 omparees,Pénicilline,Au- : Comparées, Pénicilline, Auréony- 
BRE YY reomycine et Streitomycine : cine et Streptomycine n'ont pas 


Spee ae em marche oe ie méme effet. : le wéme effet. 

hombre x t od 

Seman § Comparées 4 la Spiramycine,‘ Bon oe, Effet comparé 4 celui de la Spi- 
*souchesh ¢lies sont: tSouches 9 Tramycine. 


j Supérieure: Lgale :Infér. 


NI 1 
3e degre et es AS) : : -= niciliine 
au-dessus ; 58 - : Ac & 5 9 =- Auréomyeine. 
5 : a : Se Soe Streptomycine 


Hoa jo 


: tee Souches 

3e-2e degré =-- Pénicilline 
te Auréomyceine 
=== Strep tomycine 


2e et 2e-ier 
degré 


Auréomycine 
Streptonycine 


ter degré et 
au-cessous 


Dans la derniére colonne, on rencontre relativement souvent, pour 
les souches moins sensibles 4 la spiramycine, une croix a coté 
des autres antibiotiques, ce qui indique une activité supérieure. 
Sur 37 souches, dont la sensibilité 4 la spiramycine est du deuxié- 
me degré ou au-dessous, 16 souches sont plus sensibles, in vitro, 
a un ou plusieurs des autres antibiotiques. 

Pour les entérocoques, le nombre de souches moins sensibles 
est encore plus important ; cependant, le nombre de souches plus 
sensibles a un autre antibiotique est plus faible (7 souches seule- 
ment sur les 68 qui présentent une sensibilité assez faible a la 
spimamycine). 


TaBLeau II. 


Stapnylococue ~~~ 3Couparées, Fénicil.ine Auréo- 3 Y Comparées, Fénicilline, Aureo- 


Gore.action de la Sr mycine et Streptomycine ont le : , mycine et Stre;tomycine n'ont 
ramycine. eee ynéue effet. oa pas le méme effet. 
Banks ? Conparées & la Spiramycine, elle’ i, Hombre Effet comparé & celui de la 
c ¢ 2Ysont : > souenesy SPiraaycine. 
IOUERCS = "gSupérieures Egale :Inférieure : 
sone ee cenana— 2 2------2----- -----} ---- ------ -- --- ---- = - -- - = - - Bn 
e : z F Sane, 71 souches 
3 ¥ : : S=ssaee-=— Pénicilline. 
: g % ° § me sz Aur éomycine 
3e degré et 54 g - : 11 3 24 3 19 = 
ssus 3 ; : 3 : Sena a= a Streptomycine 
au dessus. g 3 : BS g 
% 5 : 3 S| 
9 5 A : § : 
: ¥ : : § z 7 
: - i a 20 Auréonycine 
pesze de= : 42 N ; 13 : 3 2 Streptoaycine 
A : z 2 
fe 3 : 3 y 44 3.1.2 2 17.1 1 Souches 
3 y ; : : ++ ==eeeoerre énicilline 
: a : : : 20 S$ ==+ += + = = + = Auréomycine 
= ave he a eas 3 soso : 9 : $4245 -= + = - = Strepto. 
mie me : 3 
a : a b3 : 
eré : : 
jer degré 8 ¥ 5 : 
5 g > D = i 2 
et 3 3 jee 1 3 : ecareise 
au-dessous 3 ¥ : Séreptonyc 
ery Ve SO mans Bose 
: ayy 
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Tasieau JI. 


Enterocoque, y Comparées, Pénicilline, Aurco-: ° 
Adtion de la Spiramy- § mycine et Streptomycine ont $ Comparées, Pénicilline, Auréo- 
cine. le méme effet. i y myecine et Stre,tomycine n'ont 
te SS , Nore de Bees z 

a oupre Comparées 3 la Spiramycine, :Souche sg pas te mene IESE 

6 Souches elles sont : y Lffet comparé a celui de la Spi- 


ranycine. 
souches 
renicillige 
Aureouycine 
Streptomycine 


3e degré et: 28 
au dessus 


souches 
; 8 4 Pénicilline 
3e-2e degré: 27 g - es Aur-onycine 
‘ d re Streptouycine 


soucnes 
Pénicilline 
Aurconycine 
Streptomycine 


2e et 2e-1e: 60 i 
degré 3 2 
9 


1 
-- Pénicilline 
= = Aureonyeine 
+ = 


Streptonmycine. 


Jerdegré et: 
au-dessous t 8 


Enfin, on a représenté les résultats obtenus au cours de l’étude 
de 250 souches de coli (Bacterium coli commune et Bacterium 
colt hémolytique), afin de démontrer que la comparaison donne 
des résultats entiérement différents (tableau IV). Pour l’ensemble 


TABLEAU IV. 


5 Comparées, Fénicilline, Auréo- : § Comparees : Fénicilline, Aurco- 
pe $ mycine et Streptomycine ont le : mycine, et Streptomycine n'ont 
ate P » méme effet. 2 pas le méme effet. 

‘hombre Comparées oO la Spiramycine, *vombre § Lffet compare & celui de la 

u de Y elles sont : B de y Spiramycine. 

* Souches {Supérieure : Egale :Inférieure ‘Souches 
eee foe ee men nn en nn pe nn nn pe nn nn 5 en nn ee nn nn ee + = 

5 14.4 souches 

: ~ i renicilline 
3e degré ; 14 § - - td 3h =o - Aurcomyeine 
et au - t g cre Streptozycine, 
dessus. 8 > x 3 

p 3 3 } ame 

: y : : : Sse 
3e=2e de- : 16 2 - a) es : 7 She) see- Auréo. yeine 
gré : 4 : : BS J tees Streptorycine 

: g : : r 11475 4 5175 souches 
2e et : 4 . 3 Resse e e--- — = Penicil, 
2e-1erde- ; 151 - 2 13's ae 12 2126 §+e+¢5+ stee = Auréonre. 
gré : § Hs - 3 ++ 52 =—+ +2 = = = Strepton 

x Saws a ar ae 1_souches 
ter degré : x +es2&5 ff -—- ---— Fenicil, 
et au-des-? 69 x 6 10 2 51 =S++ 22 met = Auréo, 
sous is Se : = Strejto. 

neezo 2 6 pee 32 * 189 § 

. . S 


des germes, les résultats sont variables, et il apparait, a l’examen 
approfondi, que de nombreux germes sont mieux inhibés, in vitro, 
par l’auréomycine (90 fois) ou la streptomycine (94 fois) ou par ces 
deux antibiotiques (79 fois) que par la spiramycine. L’auréomycine 
ou la streptomycine — ou les deux a la fois — ont, au moins pra- 
liquement, le méme bon effet sur tous les germes ; la pénicilline, 
d’autre part, est plus efficace que la spiramycine dans 2 cas seule- 
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ment, 3l fois équivalente et 156 fois inférieure. Dans l’ensemble, 
effet de Vauréomycine est, dans 208 cas, au moins égal a celui 
de la spiramycine et supérieur dans 96 cas, et la streptomy- 
cine est équivalente dans 203 cas et supérieure dans 100 cas. 
D’autre part, 32 souches demeurent tout de méme plus sensibles 
i la spiramycine qu’aux trois autres antibiotiques. B. proteus et 
Pseudomonas sont pratiquement toujours plus sensibles a l’auréo- 
mycine ou a la streptomycine (et, pour la plupart des souches, 
a ces deux antibiotiques) qu’a la spiramycine. 

La classification des souches d’aprés l’antibiogramme confirme 
que, dans l’ensemble, la spiramycine agit surtout sur les cocci 
Gram positifs et beaucoup moins sur les hacilles Gram négatifs. 
Cependant, un examen de deétail des résultats montre que cette 
affirmation n’a pas de valeur absolue pour tous les cas. Si elle 
est valable pour le streptocoque hémolytique et les streptocoques 
du groupe salivarius, d'une part, et pour les Pseudomonas et les 
Proteus, d’autre part, une restriction s’impose pour les entéro- 
coques et les staphylocoques, ainsi que pour les coli (comme on 
devait s’y attendre d’aprés la répartition des différentes souches 
selon leurs réactions a la spiramycine). Cette constatation est 
conforme, au fait, connu depuis longtemps d’ailleurs, que les 
staphylocoques et les coli ont des réactions plus nuancées en 
présence des antibiotiques que les streptocoques et que, parmi ces 
derniers, les entérocoques sont les moins faciles a inhiber. Nos 
recherches personnelles, entreprises avec Ritzerfeld [4} ont mon- 
tré, par exemple, pour les streptocoques D, une valeur de sensi- 
bilité plus élevée et une auréole d’inhibition plus étendue. Pour 
41 souches, les valeurs de sensibilité a la pénicilline varient de 
0,1 a 10 U.I./ml, pour l’auréomycine de 0,25 4 10 pg/ml et pour 
la streptomycine de 0,5 4 10 ug/ml, de sorte que pour les concen- 
trations moins efficaces in vitro, l’action des produits se situe a 
la limite thérapeutique. 

Il ressort de la comparaison des antibiogrammes qu’il n’existe 
aucune parenté particuliére entre la spiramycine et les autres anti- 
piotiques étudiés, mais on sait, par les publications francaises, 
qu’elle est voisine de l’érythromycine et de la carbomycine, avec 
lesquelles elle peut présenter une résistance croisée [4, 3}. 

Dans les publications parues jusqu’a présent, on ne trouve que 
peu de renseignements sur la spiramycine susceptibles d’étre 
comparés aux résultats de nos recherches. Pellerat et Murat [9] 
ont signalé que la spiramycine, comparée aux autres antibiotiques, 
est particuliérement active sur les staphylocoques, et que le nom- 
bre de souches résistantes est relativement réduit. Toutefois, sur 
56 souches, 3 étaient résistantes (croissance 4 10 pg) et 6 de faible 
sensibilité (croissance a 5-10 pg). Darbon et Crosmer [2] ont 
décrit un cas d’entérocolite a staphylocoque ot la souche était 
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résistante et le traitement par la spiramycine sans succés. Renoux, 
Dupoux et Huet [44], aprés avoir signalé que, parmi les espéces 
de bactéries sensibles a un antibiotique, on trouve toujours cer- 
taines souches résistantes, rapportent qu’ils ont cultivé (a partir 
de l’expectoration) une souche de pneumocoque résistante. Des- 
pois [8] indique pour les entérocoques des doses d’inhibition fai- 
bles allant de 0,25 a 1,2 pg/ml ; nage et Pestel [41] signalent un 
cas d’endocardite a entérocoque — en général difficile a influen- 
cer — ou le germe était sensible, in vitro, a la spiramycine, qui 

permis d’obtenir la guérison. D’autre part, Chabbert [4], Dar- 
bon et Crosnier [2] ont signalé que l’action de la spiramycine sur 
les entérocoques est assez faible, du moins en ce qui concerne 
effet bactéricide. I] faut mentionner tout spécialement une publi- 
cation de Chabbert [4] qui utilise, comme nous, le test de diffu- 
sion et qui le compare au test de dilution. Les souches y sont 
considérées comme sensibles lorsque le diamétre de l’auréole 
nest pas inférieur de plus de 10 mm a celui de la souche témoin, 
ce qui correspond aux souches classées par nous dans les degrés 
3-2 ou inférieurs. Il est probable qu’une partie des souches que 
nous avons désignées par «2» seraient considérées par cet auteur 
comme sensibles. Dans les cas ou le test ne fait pas apparaitre 
une autre substance plus efficace, nous conseillons d’ailleurs un 
essai thérapeutique avec Vantibiotique en question. 

Aprés avoir passé en revue les différentes publications, on peut 
dire, en résumé, que nos résultats correspondent a ceux des 
publications antérieures, mais qu’en nous basant sur un matériel 
plus important et en utilisant la méthode d’essai par diffusion, 
nous avons observé qu’en partie, les germes manifestent, in vitro, 
des variations plus importantes de sensibilité a la spiramycine. 
On peut confirmer sans réserve que Strep. salivarius et les strep- 
tocoques hémolytiques sont sensibles 4 la spiramycine dont l’effet 
est égal ou supérieur a celui des autres antibiotiques expérimen- 
tés. Par contre, on a constaté pour les staphylocoques et les enté- 
rocoques qu'une partie des souches est moins sensible. Pour 
38 souches de staphylocoques sur 133 et pour 37 souches d’entéro- 
coques sur 1238, la spiramycine est plus efficace que les autres 
antibiotiques ; mais, dans les deux groupes, il se trouve des sou- 
ches plus sensibles aux autres antibiotiques. 17 souches de sta- 
phylocoques, par exemple, sont plus sensibles 4 un ou plusieurs 
autres antibiotiques (c’est-a-dire huit fois a la pénicilline, onze 
fois 4 l’auréomycine et dix fois a la streptomycine). Nous avons, 
nous aussi, constaté que les bacilles Gram négatifs sont moins 
sensibles a la spiramycine, aussi bien au test qu’a la comparaison 
avec les autres substances. Il faut cependant remarquer que sur 
250 souches de B. coli, 32 étaient plus sensibles a la spiramycine 
qu’aux trois autres antibiotiques. 
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CONCLUSIONS. 


La spiramycine représente un médicament permettant d’élargir 
sensiblement les possibilités de l’antibiothérapie. Le principe fon- 
damental du traitement par antibiotiques est valable également 
pour la spiramycine : on doit, dans la mesure du possible, iden- 
lifier le germe pathogéene et établir son antibiogramme. Il appa- 
raitra alors que, dans les infections a streptocoque hémolytique 
et salivarius, la spiramycine se classe parmi les antibiotiques les 
plus efficaces. Dans les infections a entérocoque et a staphylo- 
coque, les résultats seront plus divergents, mais dans l’ensemble, 
la spiramycine trouvera ici encore sa place. Le principe de l’anti- 
biogramme préalable a tout traitement a une valeur absolue dans 
les infections chroniques. Dans les formes aigués, il est évident 
qu'on doit parfois commencer le traitement immédiatement, sans 
attendre le résultat des cultures. Dans ces cas-la, la spinamycine 
peut étre considérée comme un médicament de choix lorsqu’il 
s’agit dune infection a cocci probable, car elle agit alors aussi 
bien, et méme mieux que les autres antibiotiques. La préférence 
donnée a son choix est basée sur le fait qu’elle est administrée 
par vole orale et que son spectre antibiotique n’est pas trop 
étendu ; dans les infections méningées, la spiramycine présente 
moins d’intérét, son passage a travers la barriére méningée étant 
relativement moins bon. De méme, dans les infections aigués, tu 
est préférable d’effectuer une culture et un antibiogramme préa- 
lables A la premiére administration de l’antibiotique choisi, afin 
de connaitre le produit le plus efficace, in vitro, avant d’appli- 
quer un autre antibiotique en cas d’échec du traitement initial. 
Ce procédé permettra de découvrir éventuellement des infections 
a coli, ot un essai thérapeutique avee la spiramycine vaut la 
peine d’étre tenté. 


SUMMARY 


Spiramycin is one of the most active antibiotics in Strepto- 
coccus haemolyticus and Sér. salivarius infections. In Entero- 
coccus and Staphylococcus infections the results obtained with 
spiramycin are less uniform but in general satisfactory. In chronic 
infections a previous antibiogram is essential. In acute infections 
immediate treatment with spiramycin is justified when cocci 
are the probable agents, because the drug is administered 
orally and its antibiotic spectrum is limited. In meningeal infec- 
tions spiramycin is less indicated because its passage through the 
meningeal barrier is rather insufficient. In coli infections a trial 
with spiramycin may yield interesting results. 
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ANALYSE GENETIQUE 
DE LA RESISTANCE A LA STREPTOMYCINE 
CHEZ LE PNEUMOCOQUE () 


par Pigrre SCHAEFFER (**) 


(/nstitut Pasteur. Laboratoire de Physiologie microbienne.) 


Introduction. 


La transformation par des acides désoxyribonucléiques (ADN) 
permet, chez les souches bactériennes transformables, une certaine 
forme d’analyse génétique (Ephrussi-Taylor [4, 2] ; Hotchkiss [8)). 
Lorsqu’un méme caractére bactérien est sous la dépendance de 
plusieurs génes, cette analyse révéle s’ils forment ou non une 
série dalléles, en établissant si les ADN spécifiques correspon- 
dants sont mutuellement exclusifs (génes de la série capsulaire 
[4, 2] ou s’ils peuvent, au contraire, coexister dans un méme clone 
(génes déterminant la résistance a la pénicilline {3)}). 

Une étude du comportement, dans les expériences de transfor- 
mation, de divers mutants du pneumocoque résistant a la strep- 
tomycine (Sm) est présentée dans cet article. Hotchkiss avait déja 
étudié deux souches résistantes ; |) ADN de lune introduisait direc- 
tement dans la souche sensible une résistance de niveau égal a 
celui du donneur [8]; celui de l'autre ne permettait d’atteindre 
ce résullat qu’aprés plusieurs transformations élémentaires suc- 
cessives [4]. I] restait 4 rechercher s’il existait, chez le pneumo- 
coque comme chez E. coli (Demerec [5] ; Newcombe [6]), un locus 
« streptomycine » particulier, si¢ge d’une série d’alléles détermi- 
nant chacun un comportement particulier vis-a-vis de Vantibiotique. 


(*) Ce travail fut commencé dans le laboratoire du Dt F. J. Ryan, 
Department of Zoology, Columbia University, l’auteur étant titulaire 
d'une bourse de cette Université ; il s’est poursuivi 4 l'Institut Pasteur 
ou, grace & une subvention de la Fondation S. A. Waksman en France, 
il a bénéficié de la collaboration technique de M"° Bui thi Tuyet Nhung. 


(**) Manuscrit recu le 6 avril 1956. 
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Matériel et méthodes. 


I. — IsoLEMENT ET CARACTERISTIQUES DES SOUCHES MUTANTES. 


Tous les mutants dérivent de la souche rough transformable 
R36A, que nous tenons du D™ R. D. Hotchkiss. A partir de cette 
souche, sensible 4 la Sm (Sm‘), des mutants résistants (Sm‘*) 
ont été isolés, soit en incorporant 10° bactéries sensibles dans 
de la gélose profonde a la Sm, soit en étalant, sur gélose au sang 
a 12 wg Sm/ml, des cultures de bactéries sensibles s’étant dévelop- 
pées en milieu liquide contenant de la Sm en concentration sous- 
inhibitrice. Les mutants Sm"? et Sm" furent obtenus a laide de 
la premiére technique, les mutants Sm™ et Sm™ a l’aide de la 
seconde (1). Mentionnons en passant que, parmi les nombreuses 
souches mutantes étudiées au cours de ce travail, il ne s’est trouvé 
ni mutants dépendants, ni mutants dont la résistance ne soit pas 
transmissible par des ADN. 

Les niveaux de résistance des souches mentionnées ci-dessus 
sont donnés dans le tableau I; ils justifient l’emploi des concen- 


Tasteau I. — Concentrations inhibitrices minimales de streptomycine, 
en ,g/ml, pour la souche sensible R36A (désignée par s) et ses 
mutants résistants. 


en cultures liquides sur gélose au sang 
non agitées 


* Selon que l’incubation est de vingt-quatre ou quarante-huit heures (voir texte). 


trations 12, 30 et 250 pg Sm/ml qui a été fait pour sélectionner, 
sur gélose au sang, les groupes de bactéries résislantes (r, +r, +14), 
(r, + r,) et r,, respectivement. 

Alors que la vitesse de croissance des souches r, sur gélose A 
30 pg Sm/ml et r, sur gélose & 250 yg Sm/ml est voisine de celle 
de la souche s, celle de la souche r, sur gélose a 12 pg Sm/ml 
est bien moindre, et ses colonies sur gélose au sang resteraient 
difficilement visibles si des halos d’hémolyse ne venaient en sou- 


(1) Les symboles génétiques sont simplifiés dans la suite en s, r 


~ 1? 
eek te 
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ligner la présence. Dans les expériences a décrire, les colonies 
étaient comptées aprés vingt heures d’incubation, sauf dans le cas 


de r,, dont les colonies étaient comptées apres quarante heures a 
ae : ; 
l'aide d’une loupe binoculaire. 


II. — TrcHniqur DES EXPERIENCES DE TRANSFORMATION. 


Le milieu utilisé est celui décrit par Hotchkiss [7]; il contient 
0,2 p. 100 de sérum albumine bovine (fraction V de Armour), 
mais pas de sérum antipneumocoque. Les préparations d’ADN 
sont solgneusement déprotéinisées au chloroforme, mais non autre- 
ment purifiées ; elles sont dosées au moyen de la réaction de 
Dische. 

Les expériences se déroulent selon un plan dérivé de celui 
décrit par Hotchkiss [7]: du milieu est ensemencé au temps zéro, 
a partir d’une culture venant juste d’atteindre son maximum de 
croissance, de fagon a contenir 5 x 10° bactéries par millilitre. 
Aprés cent soixante-cing minutes d’incubation sans agitation A 
37°, la nouvelle culture recoit ?ADN transformant, détruit dix 
minutes plus tard par addition de désoxyribonucléase (DNase). 
On procéde alors, au temps cent soixante-quinze minutes, a une 
numération de la population bactérienne totale. Au temps trois 
cents minutes, toutes les bactéries transformées ayant pleinement 
exprimé leur nouvelle résistance, mais n’ayant apparemment pas 
encore repris leur multiplication, on procéde a leur numération 
par étalement sur gélose au sang ayant une concentration en Sm 
juste suffisante pour éliminer les bactéries non transformées. Le 
rapport du titre en bactéries résistantes, mesuré au temps trois 
cents minutes, au titre en bactéries totales, mesuré a cent soixante- 
quinze minutes, exprime la fréquence de la transformation. Cette 
fréquence, pour la transformation s—~>r,, a varié dans nos expé- 
riences entre 0,10 et 2 p. 100, étant le plus souvent voisine de 
0,3 p. 100. Pour déterminer le niveau de résistance des bactéries 
transformées, on recourt A la technique des décalques de Leder- 
berg [8]; les colonies résistantes obtenuer ¢lant comptées et repe- 
rées par des marques faites sur le fond des boites de Petri, on 
en prend des décalques sur des boites de gélose contenant les 
concentrations en Sm requises pour identification désirée. Ainsi, 
lorsque les bactéries d’une colonie résistante croissent sur gélose 
au sang en présence de 12, mais non de 30 pg Sm/ml, la colonie 
est étiquetée «r,»; de la méme fagon, les dénominations «r, » 
et «rs » signifient respectivement croissance en présence de 30, 
mais non de 250 ng Sm/ml, et croissance en présence de 250 ug/ml. 
D’occasionnelles déterminations plus précises des niveaux de 
résistance ont réguliérement confirmé les résultats de cette classi- 
fication sommaire. 
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Il]. — DirricuLtEés PROPRES 
A L’ETUDE DE LA TRANSFORMATION §S — 1. 


Ces difficultés proviennent de la faible résistance du mutant r,. 
La marge de concentration en Sm permettant une inhibition com- 
pléte de s sans affecter la croissance de r, est, en effet, trés res- 
treinte ; 15 pg Sm/ml diminuent déja la taille des colonies r,, 
alors que 12 ug/ml, en gélose au sang, permettent encore a quel- 
ques bactéries s (une sur 10* a 10°) de. former des colonies visibles 
aprés deux jours d’incubation (2). Nous avons cependant utilisé 
cette derniére concentration pour sélectionner les bactéries rj, 
en soustrayant du nombre mesuré des colonies transformées celui 
des colonies que fournissait la culture témoin, non traitée par 
VADN. La précision des numérations n’en souffre pas de fagon 
sensible, la correction représentant 1/50 environ du nombre a 
corriger. 

Une autre difficulté se présente de la fagon suivante : lorsque 
0,05 millilitre de culture s traitée par PADN r, est, en temps 
voulu, étalé sur gélose & 12 wg Sm/ml, on peut ne voir apparaitre 
aucune colonie, alors que l’étalement de la méme culture préala- 
blement diluée dix ou méme cent fois révéle la présence de colo- 
nies transformées. Il s’agit la d’un effet semblable a celui décrit 
par Grigg [9], et qui s’interpréte ainsi : sur une concentration 
en Sm de peu supérieure a la concentration inhibitrice minimale, 
les bactéries s non transformées, soit l’énorme majorité de ba 
population, ont une croissance résiduelle importante et le milieu 
se trouve épuisé avant que les bactéries transformées, qui d’ail- 
leurs poussent lentement, alent pu former des colonies visibles. 
Pour une bonne mise en évidence de la transformation s— r,, 
il convient de ne pas étaler plus de 10° bactéries par millilitre de 
milieu. La méconnaissance des difficultés particuliéres a 1’ étude 
de la transformation s—r, conduirait aisément a la conclusion 
erronée (lourde de conséquences théoriques) que le caractére r, 
nest pas transmissible par des ADN ; cependant, lorsque les pré- 
cautions signalées sont observées, cette transformation peut s’étu- 
dier de fagon précise et reproductible. 


Résultats. 


I. — TRANSFORMATION DE S PAR LES ADN 
DES MULANTS RESISTANTS SIMPLES 1, I'y ET Ig. 


1° DuREE DE L’EXPRESSION PHENOTYPIQUE DANS LES TROIS TRANS- 
PORMATIONS. — On sait qu’aprés transformation, le temps néces- 
saire a l’expression phénotypique d’une résistance de niveau 


(2) Lorsque l’on évalue le niveau de résistance de ces petites colonies, 
on trouve en général qu’elles sont entiérement de type s. 


a r 
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donné dépend de la concentration de l’antibiotique utilisée pour 
le déterminer [8, 40]. Les courbes 1, 2 et 8 de la figure 1 illustrent 
ce phénoméne dans le cas de la transformation s > r,. On voit 
que lorsque les bactéries transformées r, sont exposées a 12 pe 
Sm/ml sur gélose au sang (courbe 1), une incubation préalable 
de quinze minutes environ en absence de Sm est nécessaire pour 
que chaque bactérie transformée forme ensuite une colonie, alors 
que quarante-cing et soixante-quinze minutes de préincubation 
sont requises pour obtenir ce résultat, lorsque l’étalement se fait 


fa * cE aes 
| ae BS IA hie) Siva 
(4 C—O SE I re SXO) Ki) a 
3 —~<— s >" 3 sur 250 « q 
C9 NO eS 2sur 30 4 ” 
Ss aa HOU ZOE) w " 
100 


Tr 


(27 ee 


EXPRESSION % 
oO 
oO 


O 30 60 90 
MINUTES 
Fic. 1. — Expression de la résistance en fonction du temps. — Le temps zéro de 


Vexpression est celui de l’addition de DNase qui a lieu deux minutes apres celle 
de VADN, On met fin a l’expression par étalement 4 temps variable sur gélose 
au sang a la Sm. 


sur gélose a 30 (courbe 2) et 250 ug Sm/ml (courbe 3) respective- 
ment. Une exposition a l’antibiotique au temps zéro (tout de suite 
aprés l’addition de DNase soit, dans ces expériences, deux 
minutes aprés celle de ! ADN) ne permet la formation de colonies 
que pour la concentration en Sm la plus faible. 

Pour la transformation s — r,, suivie d’un étalement sur gélose 
4 30 pg Sm/ml, la courbe représentative de l’expression (courbe 4) 
se confond pratiquement avec la courbe 2. Pour la_transfor- 
mation $s—>r,, une exposition au temps zéro a 12 wg Sm/ml 
montre qu’un pourcentage important (45 et 65 p. 100 dans deux 
expériences) des bactéries transformées est déja capable de don- 
ner naissance a des colonies, ce qui montre que la courbe repré- 
sentative est voisine de la courbe 1. Il semble done que la durée 
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de l’expression ne dépende pas du niveau de résistance qui s’éta- 
blira aprés expression compléte, mais seulement, pour une souche 
réceptrice donnée, de la concentration en Sm utilisée pour la 
sélection. Ce résultat s’interpréte ainsi: lorsque des bactéries s 
sont soumises a une trés forte concentration en Sm, leur métabo- 
lisme est brutalement arrété et la mort s’ensuit ; les colonies r, 
obtenues sur gélose a 250 pg Sm/ml ne peuvent done provenir 
que de bactéries déja exprimées au moment de l’étalement. Par 
contre, l’exposition des bactéries s 4 des concentrations peu supé- 
rieures au minimum inhibiteur est compatible avec un métabo- 
lisme résiduel qui peut étre suffisant pour que l’expression soit 
atteinte et la survie assurée. ‘Le développement de colonies sur 
eélose a 12 pg Sm/ml ne signifierait done pas nécessairement que 
la résistance était installée au moment de l’étalement. Autrement 
dit, la détermination de la durée dexpression n’a de sens que 
lorsque des moyens de sélection tres brutaux sont utilisés. 

Cette interprétation comporte que, avec un méme étalement sur 
gélose 4 250 pg Sm/ml, l’expression doive étre plus courte pour 
la transformation r, —>r, que pour la transformation s—>r,, !e 
métabolisme résiduel sur cette concentration en Sm étant supposé 
plus important pour des bactéries déja partiellement résistantes 
que pour des bactéries sensibles. C’est ce que semble confirmer 
la courbe 5 de la figure 1, mais il faut admettre que le décalage 
entre les courbes 3 et 5 est peu marqué. 


o 


2° FREQUENCE DES TROIS TRANSFORMATIONS EN FONCTION DE LA 
CONCENTRATION EN ADN. — Lorsque lon traite simultanément et 


Tasreau I]. — Transformation de parties aliquotes d’une méme 
culture s, simultanément traitées par les ADN r,, r, et r,, ajoutés 
seuls ou sous forme de mélanges binaires préformés. ‘(Seul ou 
en mélange, chaque ADN est présent 4 raison de 0,5 ug/ml). 


— TC 


! ' 
1 ‘ 
’ ¥ | Rapport des nombres des bactéries 
ADN ajoutés 1 Nombre par ml et nature ' transformées des deux sortes 
ides bactéries transformées } (entre parenthéses, valeurs obte- 
, ‘ nues dans d'autres expériences) 
ence Sacesst gb soaSoa Sea es con ae ease ay pee ee ae ee ee 
' ‘ 
: ie ' 
ry 2,6x10%r ‘ r,/rp = 0,67 (de 0,53 A 0,849 
‘ ' 
ry : 3,9 x oor, r,/r3 = 0,28 (de 0,20 a 0,32) 
4 Pe 
ry Cyd ag allen? 353 r,/r3 = 0,42 (de 0,37 a 0,55) 
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' 
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identiquement des échantillons d’une méme culture s par des excés 
d’ADN provenant des différents. mutants r, on observe que ja 
fréquence de la transformation s—>r, est réguliérement la plus 
forte, la plus faible étant celle de la transformation Sr. En 
comparant deux a deux les nombres des bactéries transformées 
de chaque sorte, on trouve des valeurs voisines de 0,4 a 0,5 pour 
le rapport r,/r,, de 0,2 a 0,3 pour r,/r, et de 0,6 a 0,7 POUL faite 
(voir les trois premiéres lignes du tableau II). : 


1.500 


re) 
} 
fe) 
T 


We) 


500 5 


NOMBRE DE BACTERIES TRANSFORMEES 


PARMI 1O© BACTERIES TOTALES. 


| I | Ie 
fo) 0,5 1,0 15 2,0 
Hg ADN/m| 
Fic. 2. — Fréquence des transformations de s par les ADN de T,, T, et r, en fonc- 
tion de la concentration en ADN. — Pour que les courbes relatives aux 3 ADN 


soient comparables entre elles, elles doivent étre établies sur des cultures conte- 
nant le méme nombre de bactéries compétentes ; cette condition serait satisfaite 
en exposant simultanément des échantillons d’une méme culture réceptrice aux 
différentes concentrations des 3 ADN. La simultanéité du traitement d’une quin- 
zaine d’échantillons étant cependant difficile 4 réaliser, on a comparé dans une 
premiére expérience les effets des ADN r, et r, (ronds noirs) et dans une seconde 
ceux des ADN r, et r, (ronds blancs). IJ s'est trouvé que les deux courbes 
obtenues pour l'ADN r, étaient assez exactement superposables (bien que des 
préparations différentes de cet ADN aient été utilisées dams les expériences), 
pour que les courbes relatives aux ADN r, et r, puissent étre directement com- 
parées. 

Dans chaque expérience, deux séries de tubes sont préparées, les tubes de 
chaque série contenant des quantités variables de l'un des ADN. Une méme 
culture compétente de s est, au temps ft, également distribuée entre tous les 
tubes; la DNase est ajoutée au temps ¢ + dix minutes, ]’étalement sur gélose 
a la Sm est fait au temps ¢ + cent minutes. 


Des expériences de reconstruction ont montré que ces diffé 
rences ne peuvent s’expliquer par une sous-estimation, due aux 
conditions expérimentales, du nombre des bactéries r, et r,. Avec 
des cultures de r,, par exemple, les résultats des numérations de 
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bactéries viables sont les mémes, que la gélose sur laquelle est 
fait ’étalement contienne 12 wg de Sm par millilitre, ou qu'elle 
n’en contienne pas; et, en présence de 12 pg Sm/ml, ils ne sont 
pas affectés par la présence, au moment de Il’étalement, de 
| 000 bactéries sensibles pour chaque bactérie r,. 

L’inégale fréquence des trois transformations étudiées, qui se 
retrouve avec, pour chaque mutant, des préparations d’ADN dil- 
férenles, nous a incité a établir, sur une méme culture compé- 
lente, et pour chacun des trois ADN, la courbe de la transformation 
en fonction de la concentration en ADN. 

La figure 2 donne une représentation graphique des données 
expérimentales ; les courbes obtenues, avec leur divergence ini- 
tiale et leurs plateaux distincts, possédent deux caractéristiques 
dont nous essaierons de dégager la signification dans la discussion. 


3° SPECIFICITE DE LA TRANSFORMATION ; CAS DE LA SOUCHE Ty. — 
Au cours d’expériences qui seront relatées plus loin, nous avons 
déterminé, par la technique des décalques, le niveau de résistance 
des bactéries d’un grand nombre de colonies résultant de la trans- 
formation d’une bactérie s par ’un des ADN 1, r, ou r;. En 
rassemblant toutes les données, on arrive a la constatation sui- 
vante : parmi 17 400 bactéries transformées par lADN r,, 7 000 
transformées par l’ADN r, et 1750 transformées par l’ADN rg, 
soit au total plus de 26000 bactéries s rendues résistantes par 
transformation, il ne s’est pas trouvé une seule exception a la 
régle suivante : un ADN de mutant résistant simple ne peut intro- 
duire, dans une bactérie sensible que le niveau de résistance de 
la souche dont il-est extrait. Certains mutants Sm _ résistants 
cependant ne sont pas simples, mais multiples ; c’est le cas d’une 
souche étudiée par Hotchkiss [4] et de notre souche r,. Les bacté- 
ries s transformées par l’ADN r, sont mises en évidence par 
étalement de la culture traitée sur gélose a 10 pg Sm/ml, mais 
elles ne sont pas résistantes 4 15 pg/ml. Le niveau de résistance 
de la souche r, (50 pg/ml) est atteint cependant en traitant ces 
bactéries transformées une deuxiéme fois par le méme ADN. Les 
deux derniéres souches mentionnées ne constituent done pas des 
exceptions 4 la régle énoncée ci-dessus. 


II. — TRANSFORMATION DE S PAR DES MELANGES bp’ ADN 
DE MUTANTS RESISTANTS. 


Lorsque les ADN auxquels les cultures s sont soumises sont 
ajoutés sous forme de mélanges préformés, dans lesquels les 
deux ADN constituants sont en concentration égale et non limi- 
tante (0,5 pg/ml), les deux types de transformation que l’on doit 
attendre se produisent, ainsi qu’il ressort des trois derniéres lignes 
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du tableau II. Cependant, les bactéries transformées des deux 
types ne sont pas en nombres égaux ; le rapport d’un type a lau- 
tre dépend de la nature du mélange d’ADN utilisé, et on retrouve 
la classification des ADN par ordre d’activité (r, > r, > 1r,) déja 
signalée,. 

La juxtaposition des deux parties du tableau II permet de plus 
de constater une certaine discordance entre les valeurs des rap- 
ports r,/rz, ,/r, et r,/r, tels qu’ils sont déterminés dans les expé- 
riences comportant un seul ADN par culture d’une part, et dans 
celles utilisant, des mélanges d’ADN d’autre part. Cette discor- 
dance s’explique si on admet que les deux types d’expériences 
ne mesurent pas la méme chose. Lorsqu’un ADN est ajouté seul 
a une culture, les dix minutes de contact qu’il a avec les bactéries 
représentent, pour la réaction qui est trés rapide, un temps non 
limitant. Cette réaction peut done atteindre l’équilibre déterminé 
par la constante d’affinité de lADN pour les bactéries compé- 
tentes (constante k, de Thomas [44]). Lorsque les ADN sont ajoutés 
en mélange, par contre, un rapport tel que r,/r, doit dépendre 
du rapport des vitesses avec lesquelles les réactions s—>r, et 
s—>r, alteignent le stade d’exclusion (Cf. Hotchkiss [7] (3) : 
Alexander [12]). La discordance signalée suggére done que |’ A\DN 
r, «pénéetre » dans la bactérie et y déclenche le phénoméne d’ex- 
clusion plus vite que r,, r, élant le plus lent a cet égard. La 
mesure directe du temps requis, avec chaque ADN, pour atteindre 
Je stade d’exclusion, dont l’intérét est ainsi suggéré, n’a cependant 
pas été entreprise ; la grande rapidité avec laquelle on sait que 
exclusion se manifeste, 4 37° tout au moins, doit d’ailleurs ren- 
dre cette mesure difficile. 

Il faut enfin souligner 4 nouveau que les résultats rapportés, 
concernant les mélanges d’ADN, ne valent que pour deux ADN 
ajoutés sous forme de mélange préformé. S’ils sont ajoutés un 
aprés Vautre, les données du tableau IL sont bouleversées en 
faveur de l’ ADN ajouté le premier : c’est la démonstration méme 
du phénomeéne d’exclusion. 


IJJ. — RELATION D’ALLELISME ENTRE LES DETERMINANTS I), Yr, ET Is. 


Les mutants r étant transformables, on peut, au moyen d’A\DN, 
élever les niveaux de résistance des mutants r, et r,. Lorsque, 
par exemple, la souche r, est transformée par l’ADN r,, des hac- 
léries de phénotype r, sont obltenues, que nous désignerons par 
le symbole r, (1 + 2) qui illustre le phénotype suivi, entre paren- 


(3) Nous admettons ici que les termes d’inhibition et d’exclusion, 
employés par les auteurs pour décrire la diminution de fréquence de 
transformation pour un caractére donné qu’entraine la présence d’un 
ADN non porteur de ce caractere, sont synonymes. 
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theses, de l’histoire de la souche. De facon semblable, les souches 
r, (1 + 3) et x, (2 + 3) ont été obtenues: 

L’intérét de telles souches tient dans le fait que la transforma- 
tion par leur ADN de cultures sensibles doit révéler si le détermi- 
rant r initialement présent (tel r, dans la souche r, (1 + 2) est 
encore décelable. On traite done une culture s par PADN de la 
souche dont la constitution génétique est a établir et on déter- 
mine, par le jeu des décalques, le niveau de résistance de toutes 
les bactéries transformées obtenues. Voici nos résultats : 


1° Réaction s + ADN ver, (1 + 2). — 460 colonies sont obte- 
nues sur gélose a 12 wg Sm/ml et décalquées sur gélose a 30 ug/ml, 
sur laquelle 453 se reproduisent ; les 7 autres (d’ailleurs petites), 
réidentifiées, ne sont pas r,, mais s (4). Un mélange des ADN r, 
et r, a concentrations égales aurait, pour 453 r,, donné 180 r, 
environ (d’aprés le tableau II). 


2° Réaction s + ADN ve r, (1 + 8). — 1800 colonies sont 
oblenues sur gélose 4 12 pg Sm/ml et décalquées sur gélose i 
250 ug/ml, Cing d’entre elles seulement ne se reproduisent pas 
sur cette derniére, mais, réidentifiées, ces 5 colonies sont s (4). 
Le mélange des ADN r, et r,; aurait, pour ce nombre de colo- 
nies r;, donné 280 colonies r, (tableau II). 


3° Reaction s + ADN bE r, (2 + 3). — 707 colonies obtenues 
sur gélose 4 30 wg Sm/ml se reproduisent toutes aprés décalque 
sur gélose 4 250 pg/ml. Le mélange des ADN r, et r,; aurait donné 
160 colonies r, environ. 

Ces résultats indiquent clairement que, dans les transformations 
autogénes (2] de r, en r, ou en r,, et de r, en rs, le facteur trans- 
formant s’est apparemment substitué au facteur homologue de la 
bactérie réceptrice ; de ce dernier, il ne reste plus trace, du moins 
sous une forme fonctionnelle, dans la bactérie transformée. 

Nous verrons dans la discussion sous quelle réserve ces résul- 
tats expérimentaux conduisent a conclure a l’allélisme des trois 
déterminants étudiés. Soulignons seulement ici que reconnaitre 
existence d’un locus « streptomycine » particulier, siége d’une 
série d’alléles gouvernant la résistance, n’est pas dire que des 
mutations a d’autres loci ne peuvent pas aussi modifier la sensi- 
bilité a Pantibiotique ; Pexistence d’au moins un locus secondaire 
(signalée chez E. coli K,, par Newcombe et Mc Gregor [43], res- 
sort en effet du fait déja signalé qu’avec la souche r, la transmis- 


(4) On retrouve le fait, déja signalé, qu’un petit nombre de bacté- 
ries s parviennent 4 produire de petites colonies sur gélose A 12 ug 
Sm/ml, sans pour autant cesser d’étre s ; mais ces petites colonies 
ne s’observent plus lorsque la concentration en Sm atteint 30 pg/ml. 
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sion de la résistance se fait par paliers successifs (voir aussi 
Hotchkiss [4]). 


Discussion 


Deux résultats, parmi ceux qui ont été présentés, seront discu- 
tés : Pinégale activité transformante des ADN r,, r, et rs, qui 
ressort des courbes de la figure 2, et la relation d’allélisme exis- 
tant entre les déterminants r,, r, et rz. 


* 
x * 


Pour interpréter le premier de ces points, on doit d’abord se 
demander si les concentrations en ADN, déterminées par ta 
méthode de Dische, mesurent bien les concentrations en particules 
transformantes. Il se pourrait en effet que ces particules se 
trouvent, dans les préparations d’ADN des différents mutants, 
sous forme d’agrégats de taille variable, un agrégat se compor- 
tant pour la transformation comme une particule, si bien que les 
concentrations efficaces, ou particulaires, ne seraient pas les 
mémes dans tous les cas. Cependant, si une hypothése de ce 
genre rend bien compte de la linéarité des portions initiales des 
courbes expérimentales (jusqu’a une concentration en ADN de 
0,4 pg/ml environ) et aussi des pentes inégales de ces portions 
rectilignes, elle implique également que les courbes relatives aux 
ADN r, et r, doivent, pour des concentrations suffisantes en ADN, 
finalement rejoindre le plateau de la courbe relative 4 ’ADN le 
plus actif, r,. Or, les courbes de la figure 2 présentent, au 
contraire, des plateaux distincts ; nous nous sommes assuré, par 
une expérience dont les résultats ne sont pas représentés sur 
celte figure, que les trois courbes n’avaient aucune tendance a se 
rejoindre, méme pour des concentrations en ADN_ atteignant 
7 ug/ml. Les fréquences des trois transformations étudiées restant 
entre elles dans un rapport constant quelle que soit la concen- 
tration en ADN, ce type d’interprétation est a rejeter. 

Un deuxiéme type d’hypothése consisterait & supposer que les 
ADN eux-mémes étant correctement dosés, lactivité moindre des 
préparations d’ADN r, et r, serait due a la présence d’inhibiteurs 
de la transformation. L’hypothése mérite d’autant plus d’attention 
que Hotchkiss et Gros ont récemment obtenu une famille de 
courbes de transformation semblable a celle de notre figure 2 et 
ont pu observer une certaine relation entre les niveaux des 
plateaux de ces courbes et la quantilé d’inhibiteur présente dans 
les différentes préparations (5) [44]. Les données du tableau il 

(5) Il s’agit de préparations, représentant divers degrés de dégra- 
dation par la DNase, d’un méme ADN que tout porte a croire identique 
a notre ADN r, [44]. 
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ne semblent cependant pas compatibles avec cette hypothése ; en 
effet, le mélange de l’ADN r,, supposé contenir le plus d’inhibi- 
leur, 4 VADN r,, ne réduit pas plus le nombre des transformés r, 
que le mélange, 4 ce méme ADN, de lADN r,, supposé contenir 
le moins d’inhibiteur. On arrive d’ailleurs a une conclusion 
analogue en comparant les effets des ADN r, et r, sur la trans- 
formation par l’ADN r,, ou ceux des ADN r, et r, sur la trans- 
formation par ’ADN r,. 

Ces deux types d’hypothése étant rejelés, nous envisagerons les 
deux possibilités suivantes : 

1° ‘Les différences observées dans les activités transformantes 
des trois ADN traduisent les différences de structure que les 
mutations y ont introduites. Par quel mécanisme cette influence 
de la structure pourrait-elle s’exercer ? Nous avons ailleurs 
invoqué Vappariement de PADN transformant avec son « homo- 
logue » bactérien pour expliquer les différences de fréquence que 
Yon observe entre les transformations homo- et hétérospécifiques 
(Schaeffer [45]). Dans le cas présent, cependant, les trois mutants 
étudiés provenant de la méme souche sensible, il semble que 
Yappariement devrait étre salisfaisant dans tous les cas et qu il 
puisse difficilement étre invoqué. Mais des résultats récents de 
Benzer ont montré que les différentes mutations intéressant une 
courte région chromosomique gouvernant, apparemment, une seule 
fonction physiologique, peuvent affecter des longueurs différentes 
de chaine nucléique, pouvant atteindre plusieurs centaines de 
nucléotides consécutifs [46]. Si donc l’on admet que la probabilité, 
pour un segment de chaine nucléique, d’étre incorporé dans !e 
génome hbactérien, diminue quand augmente sa longueur, on 
concoit que les inégales fréquences des transformations étudiécs 
puissent peut-étre traduire les inégales longueurs des déterminants 
mutés. (Il faut remarquer que, selon cette hypothése, c’est le 
déterminant dont Veffet physiologique est le plus marqué qu’!l 
faut supposer le plus court ; conséquence nécessaire qui ne semble 
pas inadmissible a priori.) 

2° L’inégale fréquence des transformations étudiées traduit les 
inégales probabilités de succés, non du mécanisme génétique 
d’incorporation des déterminants, mais des mécanismes physiolo- 
giques conduisant a l’expression phénotypique des trois caractéres 
étudiés. 

Dans l'état présent de nos connaissances, le choix serait arbi- 
traire entre ces deux possibilités. 


* 
xk 


Dans quelle mesure les résultats rapportés justifient-ils de 
conclure a lallélisme des déterminants r,, r, et r, ? Nous avons 
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vu que, lorsque le niveau a de résistance d’un mutant déja 
résistant est élevé par transformation au niveau b de la souche 
donneuse d’ADN, seul le facteur b est décelable dans ’ ADN d’un 
clone r, (a + b) résultant de cette transformation. Tout se passe 
comme si les facteurs a et b ne pouvaient coexister dans un 
méme clone. Une semblable substitution, portant sur les facteurs 
déterminant la quantité de polyoside capsulaire formée, a été 
décrite par Ephrussi-Taylor, et interprétée comme révélatrice de 
lallélisme des facteurs étudiés [4]. Cette interprétation semble, 
dans le cas présent, d’autant plus satisfaisante que l’existence 
d’un locus « streptomycine », siége d’une série de genes alleles, 
a été démontrée par l’absence de recombinants sensibles lors des 
croisements entre divers mutants résistants ou dépendants, chez 
Ja bactérie sexuée E. coli K,, (Demerec [5], Newcombe {6]). Les 
résultats d’une analyse génétique menée au moyen de la trans- 
formation concordent done ici avec ceux d’une analyse génétique 
(un type plus classique. S’il semble done acquis que dans 
VADN des bactéries ry, (a + b), résultant d’une transformation 
aulogéne (2], le facteur b seul est présent, il reste & se demander 
si de rares transformations allogénes {2] n’ont pas également lieu, 
dans lesquelles des recombinaisons intragéniques auraient permis 
cette coexistence des agents a et b que nous n’avons pu déceler. Au 
eas, en effet, ott de telles transformations allogénes seraient 
reconnues, il faudrait conclure au pseudo-allélisme des agents 
étudiés. Dans la transformation de bactéries r, par 1 ADN r,, des 
étalements ont été faits en présence d’une concentration en strep- 
tomycine (100 we/ml) juste inhibitrice pour les bactéries trans- 
formées r,, dans le but de déceler, s’ils existent, ces transformants 
allogénes (r,, ,), Supposés plus résistants. De trés rares colonies 
furent obtenues ; deux d’entre elles, utilisées comme donneuses 
d’ADN, se comportérent a tous points de vue comme des 
souches r,, et nous pensons qu'il doit s’étre agi de mutants spon- 
tanés apparus pendant l’expérience ; nos données ne permetfent 
done pas de conclusion définitive au sujet des transformations allo- 
génes. I] convient d’ailleurs de remarquer que, tous nos mutants 
étant isolés a partir de la méme souche sensible, c’est elle qu'il 
faut attendre comme type transformé allogéne, ce qui pose un 
insoluble probléme de sélection. Les mutants de la série alléle 
« streptomycine » ne se préteront done a l'étude des transfor- 
mations allogénes que si le mécanisme de recombinaison intra- 
génique invoqué par Ephrussi-Taylor conduit nécessairement, 
dans une population de bactéries transformées, 4 la création des 
deux types complémentaires d’ADN recombinants. 

En conclusion, cette étude montre qu'il existe chez le pneumo- 
coque un locus particulier, si¢ge possible de plusieurs mutations 
modifiant la résistance bactérienne a la Sm; en ce sens, et en 
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premiére approximation au moins, on peut considérer les déter- 
minants r,, r, et r; comme des alléles. Si les transformations 
allogénes recherchées existent mais nous ont échappé, les déter- 
minants étudiés sont pseudo-alléles et les résultats présentés 
signifient que la longueur de chaine nucléique introduite dans 
les bactéries réceptrices par transformation a, dans tous les cas 
étudiés, été supérieure a la plus grande distance séparant deux 
quelconques de ces déterminants. 
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Le transfert, au moyen d’acides désoxyribonucléiques, de la 
résistance a la streptomycine a été étudié chez la souche sensible 
transformable R36A de pneumocoque et chez plusieurs mutants 
résistants en dérivant. 

Des mutations provoquant l’augmentation de la_ résistance 
peuvent se faire a plusieurs loci; Pun de ceux-ci présente la 
particularité d’étre le si¢ge d’au moins trois mutations distinctes, 
chacune reconnaissable au niveau de résistance qu’elle confére. 
C’est Vimpossibilité de la coexistence, dans les clones dérivant 
de bactéries transformées, des agents transformants correspondant 
a deux quelconques de ces trois génes mutants, qui fait ici conclure 
a leur allélisme. 

Les transformations de la souche sensible par les acides 
nucléiques des trois mutants alléles se font avec des fréquences 
inégales ; les raisons possibles de ces inégalités, qui se retrouvent 
quelle que soit la concentration en acides nucléiques, sont 
discutées. 


SUMMARY. 


The transfer of Streptomycin resistance, by means of desoxy- 
ribonucleic acids, has been studied in the sensitive, transformable 
strain R36A of pneumococcus and in several resistant mutants 
derived from it. 

Mutations to Streptomycin resistance occur at several loci ; at 
one of them, at least three types of mutation are possible, with 
each of the ‘yesulting allelic genes characterized by the level of 
resistance it determines in the “cell, This situation was recognized 
from transformation experiments, the evidence for allelism “being 
the following : in the desoxyribonucleic acids from clones trans- 
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formed to a higher level, the transforming agent controlling the 
initial level is no longer detectable. 

Transformations of the sensitive recipient by nucleic acids from 
the three allelic mutants have unequal frequencies. The possible 
reasons for this discrepancy, which exists for any given concen- 
tration of desoxyribonucleic acids, are discussed. 
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ETUDE IMMUNOCHIMIQUE SUR LES SALMONELLES 


Il. — ANALYSE DES PRECIPITINES DE QUELQUES SERUMS 
ANTI-S. GALLINARUM ET ANTI-S. TYPH/ 


par A.-M. STAUB et C. DAVARPANAH (’) 


(Institut Pasteur. Service des Vaccins) 


La complexité des agglutinines typhiques O est bien soulignee 
par deux faits : 

1° La multiplicité des antigénes O attribués 4 une méme salmo- 
nelle dans la classification de White-Kauffmann, et done des anti- 
corps O dans les sérums. C’est ainsi que les souches de S. typhi 
avec lesquelles nous avons travaillé possédent les antigénes IX, 
XII,, NII,, XII, et un antigeéne commun avec S. senftenberg qui 
n’est pas l’anugéne I: nous l’appellerons Y. Les souches de 
S. gallinarum du type standard de Edwards et Bruner [3] ou 
type A et B de Lucas [46] (comme celle avec laquelle nous avons 
travaillé) contiennent les antigénes IX, XII, et XII,. 

2° L’impossibilité d’éliminer les agglutinines avee un antigéne 
autre que Vantigéne somatique complexe (antigéne B), antigene 
de Boivin brut (24] ou purifié [45]. Cela est impossible avec les 
polyosides extraits par hydrolyse acide des germes (polyoside A) 
(26, 24], et pas toujours possible avec les polyosides extraits par 
hydrolyse alcaline (polyoside Kk). C’est ainsi que Furth et Land- 
steiner [5], puis White [26], utilisant la soude N/2 pendant une 
heure trente a 37°, obtinrent des extraits qui précipitaient « pres- 
que lous » les anticorps susceptibles d’agglutiner les germes de 
Ja méme souche que celle qui servit & préparer l’extrait, tandis 
que Vun de nous, utilsant le mode d’extraction de Thomas ect 
Mennie (NaOH N/4, cing heures a 56°) [24], ne put éliminer que 
les agglutinines des sérums de cheval anti-S. typhi, non celles des 
sérums de lapin |24]. 

I] est d’usage de comparer les ser sms anti-salmonelles au moyen 
de leur titre en agglutinmes O, H ou Vi. La complexité de ces 
agglutinines et le fait que deux sérums peuvent posséder des titres 
Wagglutinines O voisins, tout en ayant des teneurs tres différentes 
en anticorps précipitables par le polyoside A [24], laissaient pré- 
voir que deux sérums de méme titre agglutinant O pouvaient 


(*) Manuscrit recu le 23 avril 1956. 
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posséder des anticorps quantitativement et qualitativement diffé- 
rents, Nous avons pensé quwil serait intéressant d’analyser les 
anlicorps de sérums possédant des titres voisins en agelutinines O. 

Puisque l’élimination des anticorps précipitables par l’antigene 
de Boivin (antigéne B) supprime les agglutinines d’un sérum, 
analyser les premiers revient & connaitre les secondes. L’analyse 
des agglutinines ne se prétant guére a une analyse quantitative, 
nous avons donc analysé les anticorps précipitables par l’antigene 
de Boivin. ; 

Nous avons précipité les sérums avec trois extraits de complexité 
croissante (polyoside A, polyoside K, antigéne B) provenant de 
Ja salmonelle ayant servi 4 préparer les sérums. Puis, nous ihspi- 
rant des résultats obtenus par les réactions croisées d’antigeénes 
naturels (polyosides pneumococciques [40], polyosides des salmo- 
nelles (23}) ou artificiels (acides aminés, ou sucres, fixés sur les 
protéines [42]), nous avons comparé ces précipités a ceux obtenus 
avec les trois mémes extraits provenant d’une salmonelle de 
constitution voisine, 

Nous avons choisi S. typhi et S. gallinarum qui possédent en 
commun les antigénes IX, XII, et XII, de White-Kauffmann, 
comme nous l’avons vu plus haut; nous avons analysé trois 
sérums de lapin anti-S. gallinarum [dont les titres en aggluti- 
nines O étaient de 3200 (1), 1600 et 3 200], deux sérums de 
lapin anti-S. typhi (dont les titres en agglutinines O étaient de 
6 000), un’sérum de cheval anti-S. typhi et un sérum de cheval 
anu-S. gallinarum. 


MATERIEL ET TECHNIQUE (2). 


Soucnes : S. gallinarum, type standard (antigénes IX, XII, ot 
XII,) du Centre International de Copenhague, entretenue au 
Centre des Salmonelles de |’Institut Pasteur. 

S. typhi, souches T O 901 internationale et T 50-5 (W mobile) 
de l'Institut Pasteur, qui sont toutes deux dépourvues d’anti- 
eene Vi et possédent les mémes antigénes O: Y (3) IX, XII, 
linge ile: 


Exrrauits : « BG », antigéne somatique extrait des germes 
humides de S. gallinarum par Vacide trichloracétique, d’aprés la 
méthode de Boivin [47], puis concentré par précipitation alcoolique 
& froid, suivant la technique décrite par Staub et Combes [22]. 


(1) Dans tout ce travail les titres en agglutinines sont exprimés par 
Vinverse de la derniére dilution donnant une agglutination visible. 

(2) On trouvera tous les détails de technique dans la these de 
C. Davarpanah [4]. 

(3) Antigéne commun avec S. senftenberg (Cf. 1’Introduction). 
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« BT », antigéne somatique extrait de S. typhi suivant la 
méme technique que B G. 

« K G », polyoside extrait des germes de S. gallinarum, dessé- 

chés par lVacétone, par hydrolyse alcaline suivant la technique 
de Thomas et Mennie et purifié suivant la technique mise au point 
par l’un de nous [24]. 

« KT », polyoside extrait de la méme fagon que KG, des 
germes secs de S. typhi. 

« AG», polyoside extrait des germes de S. gallinarum dessé- 
chés par Vacétone au moyen de Vhydrolyse acétique (N/5), suivant 
la technique de Freeman [4]. 

AT », polyoside extrait de la méme facon que AG des 
germes secs de S. typhi. 


Sérums. — Tous les animaux, sauf ceux ayant servi a la 
préparation du sérum n° 5, ont recu des germes cultivés en 
bouillon (pour éviter la formation des anticorps anti-gélose que 
provoque linjection des germes cultivés sur gélose), lavés dans 
la solution physiologique (NaCl 0,9 p. 100) et tués par chauffage 
d'une heure 4 100°. Toutes les injections ont été faites deux fois 
par semaine dans la veine, sauf la premiére d’une seconde et 
d’une troisiéme série d’injections, qui était faite sous la peau, 
afin d’éviler les risques d’un choc anaphylactique. Les lapins rece- 
vaient a chaque injection 1 mulliard de germes la _ premiére 
semaine, 2 milliards de germes la deuxiéme semaine, puis 
4 milliards de germes. ‘Les chevaux recevaient d’une facon régu- 
liérement croissante de 4,5 a 400 milliards de germes (4,5, 9, 
18 milhards, etc.) pendant les quatre premiéres semaines, puis 
400 miliards de germes au cours des autres séries d’injections. 

‘Les lapins ayant servi 4 la préparation du sérum n° 5 ont 
recu alternativement par voile sous-cutanée et intraveineuse, des 
quantités croissantes de lantigéne BG, partant de 0,01 meg 
pour aboutir 4 0,6 mg, cet antigéne étant absorbé sur l’alumine 
a paruir de la troisiéme semaine d’injections. 


Nous avons préparé ainsi les 7 sérums suivants : 


1° Un sérum de lapin anti-S. gallinarum n° 1, provenant de 
lapins ayant recu une premiére série d’injections pendant trois 
semaines, puis, aprés quinze jours de repos, une deuxiéme série 
d’injections de deux semaines. 

2° Un sérum de lapin anti-S. galinarum n° 2, provenant de 
lapins ayant recu une premiére série d’injections pendant cing 


semaines, puis, aprés quarante-cing jours de repos, une deuxie¢me 
otk de deux semaines. 


° Un sérum de lapin anti-S. typhi n° 3, provenant de lapins 
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ayant recu une premiére série d’injections pendant deux semaines, 
puis, aprés douze jours de repos, une seule injection de rappel. 

4° Un sérum de lapin anti-S. typhi n° 4, provenant de lapins 
ayant regu une seule série d’injections de six semaines. 

5° Un sérum de lapin anli-antigéne somatique de S. gallinarum 
n° 9, provenant de lapins ayant recu une premiére série d’injec- 
lions de six semaines, puis, aprés quarante-cinq jours de repos, 
une deuxiéme série de cing semaines. 

6° Un sérum de cheval anti-S. gallinarum n° 6, provenant d’un 
cheval ayant regu une premiére série d’injections de quatre 
semaines, quarante-cing jours plus tard une deuxiéme série 
d’injections de trois semaines et, quarante-cing jours plus tard, 
une troisiéme série d’injections de deux semaines. 

7° Un sérum de cheval anti-S. typhi n° 7 provenant d’un 
cheval qui, aprés avoir été immunisé assez longuement avec 
S. typhi H 901, a regu aprés un assez long temps de repos une 
seule série d’injections de S. typhi O 901 de quatre semaines. 

Technique de la précipitation quantitative, de Heidelberger et 
Kendall [6], avec les détails de technique décrits par Staub et 
Combes |22]. 

Les « surnageants » des précipités obtenus au sommet des 
courbes de précipitation ont été éprouvés avec les divers extraits 
au moyen de l’épreuve du disque (« ring test »). C’est ce que 
nous appelons l’étude des surnageants. 


RESULTATS EXPERIMENTAUX ET DENOMBREMENT DES ANTICORPS. 


Les courbes de précipitation ont été étabhes pour chaque sérum 
avec chacun des extraits : nous ne donnerons pas le détail de 
ces résultats qui ont déja été publiés en entier [4].Nous avons 
seulement résumé, dans les deux tableaux I et II, les résultats 
qui nous serviront a l’analyse des anticorps présents dans ces 
7 sérums : maximum d’azote précipilé au sommet des courbes 
de précipilation, réaction des sérums aprés cetle précipitation 
maximum {sérum « épuisé » par l’extrait (4)], vis-a-vis des autres 
extraits. Nous avons adjoint une colonne « sérum » ot sont 
transcrits les résultats des essais de précipitation de chaque sérum 
« épuisé » par un des extraits, avec le sérum non épuisé. On 
voit que Jes surnageants réagissent tous avec le sérum alors qu ils 
ne précipitent plus avec l’antigéne ayant servi 4 « lépulsement » 


(4) Nous nous servirons dans toute la suite de ce texte, du terme 
« épuisement » pour exprimer la précipitation du maximum des anti- 
corps précipitants. Un sérum « épuisé » sera donc un sérum ainsi 
précipité, bien que, dans certains cas, il existe encore des anticorps non 
précipitants homologues de l’extrait, comme ie montrera un travail 


ultérieur [2]. 
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(encadré dans le tableau), ce qui signifie que dans chaque cas 
on est dans la zone d’excés de cet antigéne, et que le sérum ne 
contient plus d’anticorps précipitables par lui. Nous allons ana- 
lyser successivement les sérums anti-S. gallinarum et anui-S. typht. 


Tasteau J. — Sérums anti-S. gallinarum. Maximum d’azote précipité 
par chaque extrait et étude des surnageants. 


SERUM Maximum de N Etude des surnageants 
épuisé par préospaye Epreuve du "disque" avec 


; 2 
Titre GO 
1.600 


reteselleresee[fereeee|[eoeees 


++++++ 1 


5 
Titre G0 
3.000 


FS E54 FY ++ ++4++4 1 + +++ 4441 


6 
Titre GO 
25.000 


+ 
+ 
+ 

a 
+ 
+ 
+ 

i 
+ 
+ 
+ 
+ 

[ed 
+ 
+ 
+ 


(1) S = sérum. 
(2) Pour B G et B T les chiffres ont été obtenus apres soustraction de lazote 
contenu dans les antigénes. 


(3) —> : la courbe n’atteint pas un plateau : elle continue 4 monter trés lente- 
ment. 


(4) Titre G O = inverse de la derniére dilution agglutinant visiblement une 
suspension de S. gallinarum. 


Sérums anti-S. gallinarum (tableau I). — Dans ces sérums ne 
peuvent exister que des anticorps correspondant a des antigénes 
propres a S. gallinarum ou communs a S. gallinarum et S. fy phi. 
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Il ne peut exister d’anticorps correspondant a des motifs propres 
a S. typhi. 

BG (5) précipite de tous les sérums plus d’anticorps que 
tous les autres extraits et tous les sérums épuisés par lui ne 
précipitent plus avec aucun autre extrait. B G contient donc tous 
les motifs antigéniques contenus dans AT, KT, AG, KG et 
B T, et d’autres motifs qui lui sont propres. Nous appellerons 
antigéne 1 ces motifs antigéniques et anticorps 1, les anticorps 
correspondants (fig. 1, p. 348) : ce sont des anticorps spécifiquement 
anti-S. gallinarum, puisque B T extrait de S. typhi ne les précipite 
pas. 

& T précipite tous les anticorps précipitables par KG, AG, 
KT et AT, puisque, aprés épuisement par BT, aucun des 
4 sérums ne précipite avec ces extraits. Done puisque BT, 
extrait de S. typhi, peut précipiter tous les anticorps d’un sérum 
anti-S. gallinarum précipitables par AG et KG, extraits de 
S. gallinarum, cela prouve qu’en dehors des anticorps 1, il 
n’existe pas dans les sérums anti-S. gallinarum d’anticorps spéci- 
fiquement anti-S. gallinarum. Comme ceci est vrai pour 3 sérums 
de lapin (obtenus a partir de 18 lapins) et 1 sérum de cheval, 
on peut penser qu'il n’existe pas dans AG et KG de motifs 
antigéniques propres a S. gallinarum. 

D’autre part, l’épuisement des 4 sérums par l’un des extraits 
AT, KT, AG et KG laisse toujours subsister des anticorps 
précipitables par BT. Il existe done des motifs antigéniques 
absents de ces 4 extraits et présents dans BT et dans BG. 
Nous les appellerons antigéne 2 et nons appellerons anticorps 2 
les anticorps correspondants (fig. 1). 

On peut s’étonner alors que BT, qui précipite tous les anti- 
corps précipitables par K G et d’autres en plus, donne un préci- 
pité moindre que KG dans 3 sérums sur 4 (tableau I[; 
sérums n°® 2, 5 et 6). Cela est vraisemblablement dai au fait 
que BT est un mélange complexe [22], dont les constituants se 
trouvent en des proprotions telles qu’ils ne peuvent pas précipiter 
tous les anticorps précipitables (certains se trouvant déja en excés 
lorsque d’autres sont encore en trop faible quantité pour former 
un précipité dosable). C’est la méme explication qu’ont donnée 
entre autres Kaminski et Ouchterlony [43], puis Staub et Pon [23] 
pour expliquer qu’un antigéne hétérologue précipite plus d’anti- 
corps d’un sérum que l’antigene homologue. i 

K G précipite tous les anticorps précipitables par AT et A G. 
De plus, dans le sérum n° 5, il précipite des anticorps non préci- 
pitables par AG, puisque, d’une part, il précipite plus d’anti- 


(5) La signification de ces initiales et des suivantes est donnée 
pages 339 et 340. 
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corps (319 pg contre 276 pour A G) et que, d’autre part, le sérum 
épuisé par AG précipite encore avec KG. Nous appellerons 
antigeéne 3 les motifs antigéniques présents dans KG, BT et 
BG: il leur correspond des anticorps 3 (fig. 1). 


Ces anticorps 3 présents dans le sérum n° 5 sont absents (6) 
des sérums n° 1 et 2: AG et KG y précipitent la méme quantité 
d’anticorps et les sérums épuisés par AG ne précipitent plus 
avec KG. Ils existent sous forme d’anticorps non précipitants 
mais coprécipitants dans le sérum de cheval n° 6 : le sérum épuisé 
par AG ne précipite plus par K G, mais K G précipite beaucoup 
plus d’anticorps que AG (702 wg contre 608 pg pour A G) 
[tableau I]. 

Ces motifs antigéniques 3, absents de AG et AT, existent 
aussi dans K T; en effet, le seul sérum ow ils sont précipitants, 
le sérum n° 5, épuisé par A G, précipite encore par K T, contrai- 
rement a tous les autres sérums. Ce sont sans doute eux qul, 
pour le sérum n° 6 (ot ils se trouvent sous forme d’anticorps 
coprécipitants) sont responsables du fait que K T précipite plus 
d’anticorps (642 pg) que AG (608 ug), contrairement 4 ce qui 
se passe avec les autres sérums. 

AG précipite tous les anticorps précipitables par AT et 
d’autres en plus, puisque les sérums épuisés par AT ou KT 
précipitent encore avec AG. Il posséde done les mémes motifs 
antigéniques que A T et des motifs qui lui sont propres. Nous 
appellerons antigénes 4 ces motifs antigéniques présents dans 
AG, KG, BT et BG, mais absents de AT et KT, et anii- 
corps 4 les anticorps correspondants (fig. 1). 

K T précipite tous les anticorps précipitables par AT et 
d’autres qui lui sont propres, méme lorsque le sérum ne contient 
pas d’anticorps 3 précipitables (sérum n° 6). Pour les sérums 
n°? | et n° 2 ces anticorps sont sous forme d’anticorps non 
précipitants mais coprécipitants : le sérum épuisé par AT ne 
précipite plus par K T, mais K T précipite plus d’anticorps du 
sérum que A T (33 yg contre 24 pour le sérum n° 1, 93 ug contre 
72 pour le sérum n° 2). Nous appellerons antigéne 5 ces motifs 
anligéniques absents de AT et présents dans tous les autres 
extraits, et anticorps 5 les anticorps correspondants (fig. 1). 

Enfin, nous appellerons antigéne 6 les motifs antigéniques pré- 
sents dans tous les extraits et anticorps 6 les anticorps corres- 
pondants (fig. 1): ce sont les seuls qui soient précipités des 
sérums anti-S. gallinarum par le polyoside A T. 


Sérums anti-S. typhi (tableau II). — Dans ces sérums il ne 


(6) Ils existent néanmoins dans le sérum n° 2, mais sous forme non 
précipitante, comme nous |’établissons dans un autre travail [2]. 
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Tasreau II. — Sérums anti-S. typhi. Maximum d’azote précipité 
par chaque extrait et étude des surnageants. 


SERUM Maximum de N Etude des surnageants 
épuisé par précipité 


Lapin 
3 


Titre 7 0%) 
6.000 


4 
Titre T 0 
6.000 


+~ +++ tte 


feceeee [flees ee e][ile eee es 
++4+++ +1 


(1), @), (3) : Cf. tableau I. 
(4) Titre T O = inverse de la derniére dilution agglutinant d’une facon visible 
une suspension O de S. typhi. 


peut exister d’anticorps correspondant aux anligénes propres a 
S. gallinarum et absents de S. typhi (anticorps 1). 

Nous constatons de méme qu’il n’existe ni anticorps 4, ni anti- 
corps 5. En effet, puisque l’antigéne 4, commun aux deux salmo- 
nelles, est absent de K T et présent dans K G, tous les sérums 
(anu-S. typhi comme anlti-S. gallinarum) épuisés par KT 
devraient étre précipités par K G, ce qui n’est pas le cas pour les 
sérums anti-S. typhi (tableau II). De méme, on ne constate 
jamais qu’un sérum anti-S. typhi épuisé par AT soit encore 
précipité par AG (ce qui devrait se produire si les anticorps 5 
se trouvaient présents sous forme d’anticorps précipitants). 

Nous analyserons donc ces trois sérums en tenant compte de 
labsence des anticorps 1, 4 et 5 et de la présence des anticorps 
déja dénombrés dans les sérums anti-S. gallinarum (anticorps 2, 
3 et 6). 

BT précipite des trois sérums tous les anticorps précipitables 
par chacun des autres extraits. Il contient donc tous les motifs 


346 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


antigéniques présents dans BG, KT, AT, KG et AG. Il 
contient de plus des motifs antigéniques qui lui sont propres, car 
le sérum n° 3 épuisé par BG (qui dans ce sérum précipite tous 
les anticorps précipitables par les autres extraits) est encore 
précipité par B T. Nous appellerons antigéne 10 ces motifs anti- 
eéniques auxquels correspondent des anticorps 10 (fig. 1). \L’exis- 
tence de ces anticorps dans les deux autres sérums (dont BG 
n’élimine pas tous les anticorps précipitables par K T et AT) est 
démontrée par le fait (non porté sur le tableau II) que les sérums 
épuisés par K T, puis par BG précipitent encore avec BT. 


BG précipite du sérum n° 3 tous les anticorps précipitables 
par les extraits typhiques AT et K T. Les résultats de ce seul 
sérum (pauvre en précipitines) sembleraient donc indiquer que 
AT et KT ne contiennent pas de motifs propres a S. typhi. 
Pourtant ils précipitent le sérum épuisé par AG ou KG; ils 
contiennent done des motifs antigéniques communs 4 BT, BG, 
AT et KT et absents de AG et KG. Nous les appellerons 
antigéne 7 (c’est lanalogue de l’antigéne 4 dénombré par l|’ana- 
lyse des sérums anti-S. gallinarum) et nous appellerons anti- 
corps 7 les anticorps correspondants (fig. 1). Ces anticorps sont 
absents des 4 sérums anti-S. gallinarum (épuisés par AG, ils 
ne précipitent plus avec AT), bien que l’antigéne 7 soit commun 
a S. gallinarum et S. typhi. 


L’épuisement des deux autres sérums n° 4 et n° 7 par BG 
laisse subsister des anticorps précipitables par KT et AT. Il 
existe donc en réalité dans ces deux extraits des motifs antigé- 
niques propres 4S. typhi absents de tous les extraits de S. galli- 
narum (BG, KG, AG). Nous les appellerons antigéne 8; il 
leur correspond des anticorps 8, absents du sérum n° 3 (ou non 
précipitants dans ce sérum) {fig. 1]. Enfin l’épuisement du 
sérum n° 3 par KT laisse des anticorps précipitables par B G, 
qui, d’aprés le schéma de la figure 1, ne peuvent étre que les 
anticorps 2 (puisque les anticorps 4 n’existent pas dans ces 
sérums). 


K T ne précipite plus le sérum n° 4 épuisé par AT, néan- 
moins il précipite beaucoup plus d’anticorps de ce sérum que 
A T. Il existe done dans ce sérum des anticorps non précipitants, 
coprécipitants, correspondant a des motifs antigéniques présents 
dans K T et absents de AT. Il ne peut s’agir de I’ « anti- 
géne 5» (fig. 1) auquel, nous Pavons vu, ne correspondent pas 
d’anticorps dans les sérums anti-S. typhi. Il pourrait s’agir de 
lantigéne 3 (fig. 1); néanmoins, l’analyse des quantités d’anti- 
corps précipités par les différents extraits montre qu’il existe 
d’autres motifs antigéniques, présents dans K T et B T et absents 
de AT, BG, KG et AG: nous les appellerons antigéne 9. 
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En effet, supposons que l’antigéne 9 n’existe pas ; dans ce cas 

[KT] Hk G]=252—37=215 pg =anticorps 7+anticorps 8 
autre part A T précipite 130 ug qui correspondent aux anti- 
corps 6, 7 et 8. On aurait donc : 

anticorps 6 + 215 pg = 180 ue (a) 
ce qui est impossible. 

Supposons, par contre, que l’antigéne 9 existe; on a dans 
ce cas: 

[k T}{K G]=215 wg =anticorps 7+anlicorps 8+anticorps 9 
d’ou: anticorps 7 + anticorps 8 = 215 ug—anticorps 9 
et l’équation (a) devient : 

anticorps 6 + 215 p»e—anticorps 9= 180 pg 
ou : anticorps 9—anticorps 6 = 215—1380 = 85 ug 
ce qui est possible. 

Nous ajouterons donc l’antigéne 9 au schéma de la figure 1 ; il 
lui correspond des anticorps 9 absents du sérum n° 3 (du moins 
sous forme précipitante), puisque K T précipite de ce sérum la 
méme quantité d’azote que A T (67 et 70 ug). 

A T précipite, comme nous l’avons vu, des anticorps non pré- 
cipitables par AG et K G: ce sont les anticorps 7 pour le sérum 
n° 3, les anticorps 7 et 8 pour les deux autres sérums. 

K G précipite des sérums n° 4 et 7, riches en précipitines, des 
anticorps non précipitables par AG: Jes anticorps 3. Comme 
pour les sérums anti-S. gallinarum, ces anticorps peuvent étre non 
précipitants, mais coprécipitants (sérum n° 4). Ils n’existent pas 
(du moins sous forme précipitable) dans le sérum n° 3 ott A G et 
K G précipitent la méme quantité d’azote (22 pg). 

Enfin A G précipite les seuls anticorps 6 de ces sérums qui ne 
contiennent ni anticorps 5, ni anticorps 4. 

Nous avons rassemblé sur la figure 1 les résultats de cette ana- 
lyse. En face des 10 antigénes (ou groupes de motifs antigé- 
niques) dénombrés dans les 6 extraits, nous avons fait figurer les 
anticorps précipitants P, non précipilants mais coprécipitants 
Cop. Les anticorps non précipitants (non P) 3 du sérum n° 2 ont 
été découverts par une étude sur l’hémagglutination des globuies 
rouges sensibilisés avec les divers extraits dont nous donnons 
ailleurs les résultats [2]. Quant aux anticorps (non P ?) des 
sérums n° 1 et 3, ce sont les anticorps que nous n’avons pu 
détecter par cette étude des précipités : ils ne sont done ni préci- 
pitants, ni coprécipilants, mais n’ayant pas éludié ces sérums au 
moyen de la technique d’hémagglutination, rien ne nous prouve 
qwils n’existent pas a l’état d’anticorps non précipitants. 


(7) Les noms des extraits entre crochets ([K T], [K G]) désigneront 
toujours, dans ce travail, les quantités maximum d’azote précipitées 
du sérum par l’extrait correspondant. 
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DISCUSSION. 


En raisonnant sur les données expérimentales fournies par les 
précipitations de 4 sérums anti-S. gallinarum et 3 sérums antl- 
S. typhi par 3 extraits de S. typhi et 3 extraits de S. gallinarum, 
if est donc possible de dénombrer 10 groupes antigéniques 


Sérums anti S typhi Sérums anti S gallinarum 


REESE 
-KG-BI- 
Rie eoBt Cop 


Lee 


Fic, 1. — Motifs antigéniques trouvés dans les 6 extraits 
et caractéres des anticorps correspondants. 
Les anticorps 1, 4 et 5 se trouvent seulement dans les sérums anti-S. gallinarum. 
Les anticorps 7, 8, 9 et 10 se trouvent seulement dans les sérums anti-S. typhi. 
P = précipitant. 
Cop = coprécipitant. 
Non P = non précipitant. 


distincts dans ces extraits. Il est bien entendu que ces résultats 
auraient été tout différents si, au lieu d’utiliser S. typhi et S. gal- 
linarum, nous avions utilisé S. typhi et S. paratyphi B; nous 
aurions pu, par exemple, dénombrer plus (ou moins) de 9 motifs 
antigéniques dans BT. Mais le fait que nous les avons dénom- 
brés prouve qu’il y en a au moins 9 dans cet extrait. Ceci ne 
signifie pas que l’extrait B T contient 9 fractions distinctes : plu- 
sieurs groupes de motifs anligéniques (éventuellement méme Iés 9) 
peuvent étre portés sur la méme molécule. 
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Que savons-nous sur la nature chimique de ces « motifs anti- 
géniques » ? 

AT et AG sont des polyosides ne contenant que 0,2 a 0,4 p. 100 
d’azote : on peut done assurer que les « antigénes » 4, 5. 6, 7 
et 8 sont de nature polyosidique. Le polyoside A T a fait Vobjet 
de nombreuses études chimiques. La préparation utilisée ici 
contient [20] 25 p. 100 de glucose, 25 p. 100 de galactose, 
25 p. 100 de mannose, 20 p. 100 de rhamnose et 10 p. 100 de 
tyvélose. 

Le polyoside AG n’a pas été étudié en détail ; on sait seule- 
ment [48] qu’il contient les mémes sucres constitutifs que le 
polyoside A T. Voici done un nouvel exemple de deux polyosides 
constitués par les mémes sucres et qui sont immunologiquement 
distincts, puisqu’un seul des 3 « antigénes » dont ils sont cons- 
titués leur est commun (antigéne 6). Ceci souligne une fois de 
plus le fait que la nature des sucres constitutifs ne joue pas seule 
un role dans la spécificité des polyosides. ‘Leur mode de liaison, 
leur place dans la molécule, la nature des sucres terminaux sont 
des facteurs importants de spécificité, comme Vl indiquent les 
récents travaux de Kabat [9 bis] et de Heidelberger et ses colla- 
borateurs [9]. 

Les polyosides IK G et Kk T contennent un peu plus d’azote que 
les précédents (0,8 4 1 p. 100), mais cet excédent est da a la 
présence de glucosamine pratiquement absente des autres polyo- 
sides. Outre cette hexosamine, l’analyse du polyoside KT a 
révélé les mémes sucres que le polyoside A T et 4 p. 100 environ 
d’acides gras. Immunologiquement, le polyoside KT est tres 
proche aussi d’un lipopolyoside préparé par Westphal et Liide- 
ritz [25] : les antigénes 3 et 9 pourraient done correspondre a la 
fraction de la molécule comportant la liaison lpido-polyosidique 
qui serait scindée par Vhydrolyse acide utilisée pour préparer 
ALT et AG. 

Quant aux antigénes 1 et 10, présents dans l’antigéne lipido- 
protéido-glucidique de Boivin, rien ne nous permet de connaitre 
leur nature (polyosidique, protéinique ?). 

Parmi les 10 motifs antigéniques dénombrés, 3 posent le méme 
probleme: les « antigénes » 4, 5 et 7. Présents dans les deux 
anligénes somatiques, et done dans les deux salmonelles, ils ne 
se retrouvent, aprés hydrolyse acide ou alcaline des germes, que 
dans les polyosides d’une seule salmonelle. Puisque I’ « anti- 
géne » 4, par exemple, est présent dans les polyosides AG et 
KG, il n’est pas détruit au cours de Vhydrolyse acide ou alca- 
line de S. gallinarum et ne peut pas étre détruit au cours des 
mémes hydrolyses de S. typhi. Pour expliquer son absence des 
polyosides A T et KT, il faut penser que le mode de liaison de 
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cet « antigéne » au reste de la molécule, qui constitue l’antigéne 
somatique, différe suivant les salmonelles : ce serait cette liaison 
qui serait coupée au cours des hydrolyses de S. typhi (et non au 
cours de celles de S. gallinarum), Vantigéne 4 serait alors séparé 
du polyoside principal (A T ou K T) isolé de l’hydrolysat. 

Ouoi qu’il en soit, il est curieux de remarquer que la dégra- 
dation des germes in vivo (hydrolyses enzymatiques ?) semble 
aboutir au méme résultat que les hydrolyses acide et alcaline in 
vitro. L’« antigéne » 4 est séparé in vitro des polyosides A T et 
K T extraits de S. typhi: on ne trouve pas d’anticorps 4 dans !e 
sérum des animaux immunisés avec S. typhi (sérums n® 3, 4, 7). 
L’antigéne 5 est séparé in vitro du polyoside A T par hydrolyse 
acide : on ne trouve pas d’anticorps 5 dans les sérums des ani- 
maux immunisés avec S. typhi. L’antigéne 7 est séparé par hydro- 
lyse alcaline ou acide des polyosides AG et KG, extraits de 
S. gallinarum ; on ne trouve pas d’anticorps 7 dans les sérums 


des animaux immunisés avec S. gallinarum (sérums n® 1, 2, 5 
et 6). 


Ceci montre que tous les antigénes présents a la surface des 
germes (les extraits somatiques B T et BG sont en effet des anti- 
génes de surface) ne provoquent pas nécessairement la forma- 
tion des anticorps corespondants dans le corps des animaux, ct 
pourrait éventuellement expliquer la différence observée entre les 
espéces (l’homme, la souris et le lapin par exemple). On peut 
en effet aisément concevoir qu’une espéce posséde des enzymes 
capables de détruire (ou rendre non antigéniques) des groupe- 
ments antigéniques et qu’une autre espéce ne les posséde pas. 

A ces 10 groupes de motifs antigéniques, dénombrés dans les 
extraits, correspondent 10 groupes d’anticorps dans les sérums. 
La proportion de ces anticorps et leur nature varient suivant 
Vespéce et la durée d’immunisation des animaux donneurs de 
sérum. 

Les deux sérums de cheval, beaucoup plus riches en préci- 
pitines que les sérums de lapin, contiennent une grande majorité 
d’anticorps [98 p. 100 et 91 p. 100] (fig. 2) précipitables par les 
polyosides K T ou KG. Pour les sérums de lapin une fraction 
seulement des précipitines, variant de 38 a 68 p. 100 suivant 
immunisation, est précipitable par les polyosides (fig. 2). I 
semble done que les lapins produisent moins facilement que les 
chevaux les anticorps spécifiques des motifs antigéniques con- 
tenus dans les polyosides A et K. Ceci est confirmé par le fait 
que le polyoside A T contient deux fractions: a l’une corres- 
pondent des anticorps précipitants dans les sérums de lapin 
comme dans les sérums de chevaux, 4 l’autre ne correspondent 
des anticorps précipitants que dans les sérums de chevaux (49, 
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23]. Ces résultats illustrent d’ailleurs A nouveau le fait que les 
polyosides dégradés par hydrolyse [7] ou par quelque autre trai- 
tement chimique [8], précipitent encore les immunsérums de 
cheval, alors quils ne précipitent plus ceux de lapin; ou, dans 
le méme ordre d’idées, que les anticorps de lapin précipitent plus 
difficilement que les anticorps de cheval les polyosides ayant une 
constitution chimique voisine du polyoside homologue (42). 
Chez le lapin, on voit, sur la figure 2, que la proportion des 
divers anticorps varie suivant la durée d’immunisation : les 
sérums n°* 2, 4 et 5 contiennent beaucoup plus d’anticorps préci- 


LAPIN 


CHE VAL 


IMMUNISATION COURTE IMMUNISATION LONGUE 


Fic. 2. — Taux et nature des précipitines em rapport avec le temps d'immunisation 
et Vespéce animale. 

En abscisses (au bas de chaque colonne) quantités maximum d’azote d’anti- 
corps précipitables dans le sérum correspondant. 

IN?” liar stererste ; numéro des sérums. 

42 p. 100, 38 p. 100, etc..., valeurs des rapports inscrits au-dessous, schématisés 
par Ja hauteur de la colonne correspondante. 

K T, A T, K G et A G : polyosides. 

B G et B T : antigénes somatiques complexes. 


pitables par le polyoside Kk homologue que les sérums n®* | et 3. 
Cette différence est due, en partie, A une plus grande proportion 
de certains anticorps précipitants : c’est ainsi que les anticorps 4 
(A G}] —(K T] = 102 yg) du sérum n° 2 sont six fois plus 
importants que ceux du sérum n° 1 ({A G]—[K T] = 16 ug), 
alors que le sérum ne contient que 2,3 fois plus de précipitines 
totales [287/127] (tableau I). Elle est due aussi 4 l’apparition de 
certains anticorps inexistants (ou non précipitants) dans autre 
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sérum fanticorps 8 et 9 absents du sérum n° 3 et présents dans 
le sérum n° 4] (fig. 1). 

Ces anticorps non précipitants ou coprécipitants sont toujours 
les mémes : anticorps 9,5 et surtout anticorps 3 que l’on retrouve 
aussi bien dans les sérums anti-S. typhi que dans les sérums 
anti-S. gallinarum. Tout se passe donc comme si la nature des 
motifs antigéniques, auxquels ils correspondent, jouait un réle 
dans leur pouvoir précipitant : il s’agit toujours de groupements 
présents dans les polyosides K, absents des polyosides A. Or 
les polyosides K contiennent les polyosides A correspondants : 

KG=AG + antigéne 3, 

K T = AT + antigéne 3 + antigéne 5 + antigéne 9. 

La liaison des anticorps 3,5 ou 9 aux polyosides K laissera donc 
toujours libres les motifs antigéniques 4, 6, 7 et 8, présents dans 
les polyosides A, qui sont trés hydrophiles (fig. 1). Puisqu’il 
semble que la solubilité de l’antigéne joue un role dans la préci- 
pitation des complexes antigéne-anticorps (Kleckowski [44}, 
Williams [27]), on peut penser que la non-précipitabilité des 
complexes KG anticorps 3, K T anticorps 5, etc., est due a ia 
présence des motifs hydrophiles hbres 4, 6, 7 ou 8. 


RESUME ET CONCLUSIONS. 


Quatre sérums anti-S. gallinarum et trois sérums anti-S. typhi 
ont été précipités par deux polyosides et l’antigéne somatique 
extraits de chacune de ces salmonelles. L’analyse des quantités 
des précipités obtenus avec chacun de ces six extraits, ainsi que 
létude qualitative de la précipitation des sérums « épuisés » par 
chacun des extraits, nous ont permis de dénombrer 10 motifs 
antigéniques (ou « antigénes ») distincts dans ces extraits. Cer- 
tains de ces antigénes, détruits in vitro par l’hydrolyse alcaline 
ou acide chez S. typhi, sont conservés chez S. gallinarum au 
cours des mémes hydroylses et vice versa. In vivo ces antigénes 
ne donnent pas naissance a des anticorps, quand on injecte la 
salmonelle dont hydrolyse les détruit. 


A ces 10 « antigénes » correspondent dans les différents sérums 
10 groupes d’anticorps distincts ; ces anticorps sont non préci- 
pitants, coprécipitants ou précipitants. Les anticorps non préci- 
pitants correspondent dans les divers sérums aux mémes motifs 
antigéniques. Mais a ces mémes motifs peuvent correspondre, 
dans d’autres sérums, des anticorps précipitants. 


Les chevaux possédent une beaucoup plus forte proportion 


d anticorps précipitables par les polyosides que les lapins. Chez 


ceux-cl la proportion de ces anticorps varie avec la durée de 
Vimmunisation. 
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Cette étude illustre la complexité des anticorps présents dans 
les immunsérums et les possibilités d’analyse offertes par 1’ étude 
quantitative des précipitations spécifiques homologues et croisées. 
Elle montre enfin que des sérums possédant les mémes titres en 
agglutinines O (sérums n® 1, 2 et 5 ou sérums 8 et 4) contiennent 
en réalité des anticorps trés différents quant a leur qualité (pré- 
cipitants ou non) quant a leur quantité et quant a leur spécificité. 


SUMMARY. 


Four anti-S. gallinarum and three anti-S. typhi sera have been 
precipitated by two polysaccharides and the somatic antigen 
extracted from each Salmonella. The quantitative study of these 
precipitations and the analysis of the supernatants allowed us 
to determine 10 antigenic patterns (« antigens ») in the extracts. 

To these 10 « antigens » correspond in the different sera 
10 groups of antibodies : these antibodies are non precipitating, 
coprecipitating or precipitating. The non precipitating anti- 
bodies correspond to the same « antigen » in the different sera, 
but to this anugen, precipitating antibodies may as well corres- 
pond in other sera. 

Horses possess a much higher proportion of antipolysaccha- 
ride antibodies than rabbits. In rabbits the ratio of the anti- 
bodies varies according to the duration of immunization. 

Our results show that two sera having the same O agglutinin 
titer may contain antibodies very different qualitatively (preci- 
pitating or not) quantitatively and specifically. 
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CONSTITUTION ANTIGENIQUE 
DE MALLEOMYCES PSEUDO-MALLEI 


1. — CARACTERES MORPHOLOGIQUES, CULTURAUX, BIOCHIMIQUES 
ET VARIATIONS DE TYPE IMMUNOLOGIQUE. 


par L. CHAMBON et J. FOURNIER (*) 


(Institut Pasteur de Saigon) 


Stanton et Fletcher {4], puis Legroux et Genevray [2] ont décrit 
deux aspects demeurés classiques des cultures du bacille de 
Whitmore : 

1° Des colonies « mucoid » ou « grasses » formées de bacilles 
entiérement colorés ; 

2° Des colonies « corrugated » ou « plissées » formées de ger- 
mes courts, 4 coloration bipolaire. 

Cette dernicre forme produit un voile en milieu liquide. Elle 
est biochimiquement plus active et représente la phase la plus 
virulente, celle que lon rencontre le plus souvent a Visolement. 

Nicholls [3] a assimilé cette dissociation a la variation S—> R 
et a donné une description trés précise de nombreuses formes 
intermédiaires. 

Les colonies « plissées » que l’on observe a lisolement de pro- 
duits pathologiques ne sont pourtant pas des colonies « rough », 
car elles sont en général facilement émulsionnables en eau phy- 
siologique et peuvent donner des suspensions homogénes avec 
le réactif de Millon et la trypaflavine. De plus, la souche N.O.P. 
(non oxalate productive) de Nicholls (loc. cit.), obtenue aprés 
vieillissement en présence de Cl,Ca et de glucose en bouillon 
gélatiné, peut se présenter sous une forme S et sous une for- 
me R; ces deux formes sont trés peu virulentes, ce qui semble 
montrer que la virulence n’est pas nécessairement liée a l’aspect 
S ou R des cultures. 

Les colonies « grasses » peuvent étre muqueuses et s’étirer 
en fins filaments quand on les préléve 4 Vensemenceur ; d’au- 
tres, plus opaques, présentent une consistance semblable a celle 
du beurre. 

Ces faits sont explicables si l’on fait intervenir, en plus des 


(*) Manuscrit recu le 16 avril 1956. 
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antigénes somatiques O et R, deux autres facteurs antigéniques 
dont le role est prépondérant dans la détermination des carac- 
teres liés aux différentes phases de M. pseudo-mallet. 


A. — AnrickNE mMuguEUXx bE Malleomyces pseudo-mallet. 


Sur gélose nutritive, le vieillissement des colonies du bacille 
de Whitmore se traduit par une opacification et par |’apparition 
d’une consistance plus ou moins muqueuse. En bouillon peptoné, 
il y a formation d’un dépdt muqueux difficilement dissociable. 

Le développement de cet état muqueux est maximum sur milieu 
de Koser additionné de 1 p. 100 de Bactopeptone, de 10 p. 100 
de saccharose et gélosé 4 25 p. 1000; aprés trois ou quatre jours 
de culture a 30°, on voit se former un large bord muqueux trans- 
lucide autour des colonies lisses et plissées qui deviennent jau- 
natres et coulantes. 

Des colorations pratiquées sur des étalements de ces colonies 
montrent des germes lysés, englobés dans une substance amorphe. 
Cet aspect est particuliérement net aprés une coloration au 
Giemsa ; les corps bacillaires sont déformés, pales ou réduits 
a état de granules ; la gangue muqueuse est faiblement colorée 
en violet. 

Certaines souches sont spontanément trés muqueuses sur gélose 
nutritive et donnent naissance, en bouillon peptoné, a des fila- 
ments visqueux qui se développent a partir de la surface du 
liquide. 

Les « suicidal cultures » de Nicholls (loc. cit.), qui apparaissent 
par dissociation d’une culture en phase S et que Le Gac [4] 
signale comme fréquentes pour une souche isolée chez un malade 
traité par le chloramphénicol, sont caractérisées par des colonies 
plates, translucides ; les bactéries y sont également en voie de lyse 
et réunies par une substance muqueuse. 

La substance muqueuse qui se forme dans les conditions que 
nous venons de décrire et qui semble correspondre a une lyse du 
bacille de Whitmore est un antigéne que l’on peut mettre séro- 


logiquement en évidence, ainsi que nous le montrerons ultérieu- 
rement. 


B. -— ANTIGENE D’ENVELOPPE DE Malleomyces pseudo-mallei. 


Une culture en bouillon glucosé 4 1 p. 100 d’une souche lisse 
et virulente de M. pseudo-mallei est ensemencée sur gélose glu- 
cosée a 0,1 p. 100. Aprés une incubation de dix-huit heures a 37°, 
les colonies lisses, examinées par transillumination oblique, se 
présentent sous deux aspects différents : 

a) Colonies blanches opaques, 
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b) Colonies gris bleuté claires. 

‘Les unes et les autres sont lisses et réguliérement rondes. Les 
premieres sont plus bombées, brillantes, de consistance grasse et 
ne s’étirent pas a l’ensemenceur. I] existe une gamme de formes 
de transition entre les colonies a et les colonies b typiques. Aprés 
quarante-huit heures d’étuve 4 37°, toutes les colonies s’opacifient 
et leur centre prend une teinte jaunatre. 


A cette dissociation correspondent des aspects particuliers de 


Fic. 1. — Enveloppe de M. pseudo-mallei. 


la morphologie bactérienne. La technique de coloration des cap- 
sules par le bleu de toluidine, indiquée par Dumas [5], montre 
dans les colonies de type a une majorité de germes entourés par 
une enveloppe non colorée, bien limitée, d’épaisseur variable, 
parfois simple film difficile a distinguer, parfois masse d’un 
diamétre apparent huit fois supérieur a celui du stroma coloré 
(lig. 1h): 

Les colonies de type b ne contiennent qu’une faible proportion 
de bactéries pourvues d’une enveloppe ; leur opacification secon- 
daire par vieillissement n’augmente pas le nombre de tels indi- 
vidus. 

Dans les colonies a types intermédiaires entre a et b, on observe 
des proportions variables de germes entourés d’une enveloppe. 
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Cette dissociation est indépendante de la dissociation « grasse » 
—> « plissée ». Les colonies plissées peuvent étre claires ou 
opaques ; ces derniéres sont formées de bactéries courtes a colo- 
ration bipolaire et entourées d’une enveloppe. 

Sur milieu de Koser gélosé, apparition des colonies opaques 
est favorisée par certains glucides, en particulier par le glucose 
(colonies lisses), la glycérine et le saccharose (colonies plissées). 

Cette enveloppe n’est pas une capsule vraie. L’examen a |’état 
frais en contraste de phase montre, en effet, que les bactéries 
qui en sont pourvues peuvent étre parfaitement mobiles et nous 
navons pas pu provoquer le phénoméne du gonflement de la 
capsule avec nos sérums expérimentaux. 

Cette apparence de capsule n’a pas échappé a lobservation de 
nombreux auteurs, en particulier Pons [6], Nicholls (loc. cit.) 
et Miller [7], sans toutefois qu’ait été montrée la différence de 
nalure qui existe entre Jl’antigéne d’enveloppe des. colonies 
opaques et Pantig¢ne muqueux des colonies bactériennes en voie 
de lyse. 

A quoi répond cette apparence de capsule ? 

L’examen du bacille de Whitmore au microscope électronique 
a permis 4 Miller (loc. cit.). de décrire, a c6té de corpuscules 
opaques ressemblant 4 de denses accumulations protoplasmiques, 
des globules clairs, dispersés, d’aspect lipoidique, qui se délachent 
des corps bacillaires sous l’effet des vibrations soniques. 

D’apres Finlayson [8], ces globules, colorés par la fuchsine 
phéniquée, sont décolorés par l’alcool mais résistent a une décolo- 
ration par les acides. 

Nous pensons que, dans des conditions favorables et en parti- 
cuher chez les souches récemment isolées de produits patholo- 
giques, quil s’agisse de formes S ou R, ces globules peuvent 
prendre un tel développement qu’ils entourent complétement les 
bactéries, donnant ainsi une apparence de capsule. Nous montre- 
rons ultérieurement que cette substance d’enveloppe peut étre 
mise en évidence sérologiquement. 


C. —— CARACTERES DES DIFFERENTES PHASES 
bE Malleomyces pseudo-mallei. 


Si lon désigne par M l’antigéne muqueux, par K l’antigéne 
d’enveloppe, par O et R les anuigénes somatiques, on peut théo- 
riquement imaginer un grand nombre de combinaisons de ces 
quatre facteurs. Nous nous bornerons a la description des formes 
d’observation courante. 


1° TypEs HABITUELS A L’ISOLEMENT. — A lisolement, les hémo- 
cultures et les pyocultures donnent généralement des colonies 
plissées, opaques, a l’éclat métallique, plus rarement des colonies 
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lisses et opaques. Les premieres correspondent a la forme RK 
avec des bactéries courtes, a coloration bipolaire ; les secondes 
a la forme O (R) K avec des germes courts, entidrement colorés. 
Dans les deux cas il existe une enveloppe nettement visible. 

La forme RK est slable. Elle posséde une activité glucido- 
lytique, protéolytique et hémolytique élevée ; elle réduit le rouge 
neutre et le bleu de méthyléne et donne une faible quantité d’H,S 
en gélose au sous-acétate de plomb ; elle utilise le C de citrate 
de Na sur milieu de Simmons, hydrolyse l’urée en présence d’un 
glucide et réduit les nitrates en nitrites. 

La forme O(R)K est au contraire instable. Dés le premier 
repiquage, elle donne sur gélose nutritive un grand nombre de 
colonies gris bleuté, claires, ot les germes sont rarement 
pourvus d'une enveloppe nettement visible et qui représentent la 
forme O (R) K minus. Il existe de méme une forme R K minus. 
Ces deux formes sont caractérisées par une baisse de leurs acti- 
vités glucidolytique, protéolytique, hémolytique et réductrice 
d’autant plus grande que les dissociations O (R) K —> O (R) K m 
et RK —> RKm sont plus importantes. La fermentation des 
glucides au cours de ces dissociations est plus une question de 
degré que de nature; cependant, les sucres fermentés par les 
souches les plus dissociées sont, dans l’ordre de fréquence, le 
glucose, le galactose, le maltose et le lévulose. 


2° TYPE HABITUEL DES SOUCHES ANCIENNES DE COLLECTION. — C’est 
la forme O(R)K minus caractérisée par des colonies lisses, 
gris bleuté, claires, régulicrement rondes, ot les bactéries sont 
de longueur moyenne, en majorité entiérement colorées et rare- 
ment pourvues d’une enveloppe nettement visible. 


3° SOUCHE OBTENUE APRES PASSAGES EN BOUILLON BILIE. — 
Aprés plusieurs repiquages bi-hebdomadaires en bouillon bilé a 
50 p. 100, la souche de bacille de Whitmore C 141 présente les 
caractéres suivants : 

Caractéres culturaux. — En bouillon nutritif, la culture est 
lente et peu abondante ; le bouillon est légérement troublé avec 
formation d’ondes moirées et sans apparition de voile. 

Sur gélose nutritive, la croissance est également lente. Aprés 
dix-huit heures d’étuve a 37°, les colonies sont trés fines ct 
transparentes ; elles atteignent leur plein développement aprés 
trente heures de culture et se présentent alors sous forme de 
colonies de 0,5 A 1 mm de diamétre, claires, gris bleuté, facile- 
ment émulsionnables en eau physiologique. Par la suite elles 
deviennent opaques et de couleur jaune sale. 

Ces cultures en bouillon et sur gélose sont dépourvues de 
Vodeur aromatique caractéristique de M. pseudo-mallet. 
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Caractéres morphologiques. — Les bactéries sont polymorphes ; 
leur cytoplasme est souvent irréguliérement coloré; elles sont 
dépourvues d’enveloppe. 

Caractéres biochimiques. — Cette souche fermente le glucose, 
le galactose avec alcalinisation secondaire, faiblement le maltose : 
elle n’est ni protéolytique ni hémolytique ; elle n’utilise pas le 
C du citrate de Na et ne réduit pas le rouge neutre ; elle hydro- 
lyse l’urée en présence d’un glucide et réduit les nitrates en 
nitrites. 

Pouvoir pathogéne. — Elle n’est pas pathogéne pour le cobaye 
par voie intrapéritonéale 4 la dose de 5.10° germes alors que, 
dans les mémes conditions, la DL,, (1) d’une culture d’une colonie 
opaque de la souche C 141 est de 158 germes. 

En attendant d’avoir procédé a l’étude de sa constitution anti- 
génique, nous classons cette souche avirulente, lisse et dépourvue 
d’enveloppe a la limite extréme de la variation OK —> OKm 
et nous la désignons par O (/) sur le tableau I. 


4° Soucne R. — Cette souche a été obtenue par la culture de 


la souche O (i) en présence de sérum anti-O. 

Elle donne sur gélose nutritive des colonies parcheminées, 
plates, rondes, a bords réguliers ou irréguliers, plats ou légére- 
ment surélevés, a surface plissée ou légérement ridée, trans- 
lucides et jaunatres. Ces colonies sont adhérentes 4 la gélose, 
puis donnent le phénoméne de l’enlévement en bloc; elles ne 
sont pas émulsionnables en eau physiologique. 

La culture en bouillon nutritif est caractérisée par la formation 
d’amas microbiens qui apparaissent aprés huit heures de culture 
a 387°, puis se réunissent en un voile mince, translucide, plissé 
et indissociable, surmontant un liquide clair. 

Les bactéries se présentent sous forme de ‘bacilles et de diplo- 
bacilles longs, entiérement colorés par les colorants d’aniline, 
dépourvus d’enveloppe. 

Cette souche présente une activité glucidolytique, protéolytique 
et hémolytique nulle ; elle réduit le rouge neutre mais non le bleu 
de méthyléne ; elle utilise le C du citrate de Na et hydrolyse 
lurée en présence d’un glucide ; elle réduit les nitrates en nitrites. 

Elle n’est pas pathogéne pour le cobaye par voie intrapérito- 
néale. 


CONCLUSIONS. 
Les différentes formes sous lesquelles se présentent les cultures 


de M. pseudo-mallei n’entrent pas dans le seul cadre de la varia- 
won SG —Ss [PR 


(1) Cette DL,, a été déterminée par la méthode des totaux cumu- 
latifs, aprés quatre jours d’observation des animaux. 
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Les colonies lisses et plissées peuvent étre opaques ou claires 
suivant que les bactéries qui les composent sont pourvues ou non 
d'un antigéne d’enveloppe K. De plus un antigeéne muqueux M 
peut apparaitre au cours de la lyse bactérienne. 


Nous apporterons ultérieurement la preuve sérologique de 
existence des antigénes K et M. Mais nous pouvons, dés a 
présent, envisager les variations de type immunologique de 
M. pseudo-mallei de la fagon suivante : 


RK — RKm <*> O(R)Km— O(R) +R 


et O(R) K —> O(R) Km —-> O(R) > R, 
les formes RK et O (R) K se présentent A l’isolement de produits 
pathologiques et les autres au cours des subcultures. 

Nous n’avons jamais eu l’occasion d’observer de forme O (R) 
pure, dont la souche obtenue aprés culture en bouillon bilié semble 
se rapprocher le plus ; c’est en cultivant cette souche en présence 
de sérum anti-O que nous avons obtenu une souche R. 

L’apparition des formes O au cours de la variation RK —> Rk 
n’est pas conforme aux faits classiquement admis. L’apparition 


Jarteau I. — Caractéres des différentes formes de M. pseudo-mallei. 


O(R)K —> O(R)Ke 


Bacilles courts 
coloration bi- 
polaire 


Morphologie 


Enveloppe + 


Colonies opaques 


Trouble homogé- 
ne avec voile 
ppete et plis- 
8 


Cultures en 
bouillon 


Odeur 
aromatique 


Pouvoirs : 
-glucidolytique 


-protéolytique 
-hémolytique 


Production 
a’H2S 


Réduction du 
rouge neutre 


Utilisation du C 
du citrate de Na 


Hydrolyse de 
1’urée(+glucide) 


No3 —> no2 


Virulence 


RE—~RXKo 


Bacilles courts 
ou moyens, bi- 
polaires ou en- 
titrement colo- 
rés 


+ out 


+ opaques 
lisses ou plis- 
aées 


Trouble homogé- 
ne avec voile 
lisse ou plis- 
36 


Bacilles longs 


Gris-bleutées 
claires lis- 
ses 


Troubles avec 
ondes moirées 
sans voile 


Bacilles lysés 


"Suicidal 
cultures" 


de 
Nicholls 


Pas de 


subculture 


Bacilles longs 


Translucides 
plissées 


Clair avec 
voile mince, 
plissé et 
translucide 
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des formes lisses A partir de formes plissées est cependant 
d’observation courante au cours des repiquages ou aprés conser- 
vation des souches en macération de viande gélatinée. Les 
formes RK et RK m ne sont peut-étre pas entiérement dépour- 
vues d’antigéne,O. Ce fait reste a vérifier par des épreuves séro- 
logiques. 

L’antigéne M peut étre présent dans toutes ces formes. 

Nous avons résumé sur le tableau I les modifications des carac- 
teres de M. pseudo-mallei en fonction des variations de type 
immunologique. On ne peut pas décrire de caractéres fixes a la 
forme O(R)K qui se dissocie immédiatement. Dans l’ensemble, 
Vactivité biochimique parait en relation directe avec la présence 
de l’antigéne K ; sa disparition progressive au cours des repi- 
quages et du vieillissement des souches rend compte de la dimi- 
nution classiquement décrite de cette activité. Il en est de méme 
pour la virulence. 


SuMMARY. 


The different colony types of M. pseudomallei exceed the limits 
of S-R variants. The smooth and rough colonies are either 
opaque or translucent, according to the presence or absence of 
the capsular K antigen. In addition a mucoid antigen M may 
appear in the course of bacterial lysis. The association of these 
two antigenic factors with O and R antigens gives rise to nume- 
rous intermediate colony forms, the character of which are 
unstable, particularly in the case of smooth colonies. It would 
appear, however, that the biochemical activity and the virulence of 
the strains depend on the presence of the capsular antigen K. 
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ETUDE DE LA GLYCOLYSE DE ZYMOSARCINA VENTRIGULI 


par G. MILHAUD, J.-P. AUBERT et C. B. VAN NIEL (*) Cs) 


(Institut Pasteur. Laboratoire des Isotopes.) 


La formation d’éthanol et de gaz carbonique par Saccharo- 
myces cerevisiae, Leuconostoc dextranicus et Zymomonas (Pseu- 
domonas) lindneri, s’effectue selon trois modes nettement diffé- 
rents. 

Le mécanisme de la fermentation alcoolique de Zymosarcina 
ventriculi [4] n’a pas encore été étudié, probablement parce que 
cet organisme ne se trouve pas dans les collections, du fait qu’il 
n'est possible de le maintenir en culture pure que par repiquage 
quotidien. 

Cependant, on peut aisément obtenir des cultures de Z. ventri- 
culi par la méthode d’enrichissement, d’ailleurs peu connue, de 
Beijerinck [2, 4]. Cette méthode utilise la propriété qu’a la sar- 
cine de pousser rapidement a 40° C, en anaérobiose stricte, dans 
des milieux fortement acidifiés. 

Notre souche a été isolée en trois jours a partir d’un échan- 
tillon de terre prélevée dans les jardins de |’Institut Pasteur, en 
procédant de la facon suivante : on ensemence avec une petite 
quantité de terre un flacon complétement rempli d’une solution 
désaérée contenant 2 p. 100 d’extrait de levure Difco, 2 p. 100 de 
glucose, 4 p. 100 d’acide phosphorique 1M dans Veau distillée. 
Aprés seize heures d’incubation, la culture est repiquée dans les 
mémes conditions ; seize heures plus tard, cette culture examinée 
au microscope semble ne contenir que les bactéries. L’isolement 
est poursuivi par la méthode de dilution progressive en tubes de 
gélose 4 1 p. 100 sur le méme milieu exempt d’acide phospho- 
rique. A partir d’un tube contenant moins de 10 colonies, on 
en préléve une qui sert d’inoculum a une deuxiéme série de 
tubes. Une seule colonie de cette série représente la culture 
pure. 

Pour étudier le métabolisme de cette bactérie et préciser les 
modalités de la glycolyse, nous avons utilisé du glucose “CO 


(*) Adresse actuelle : Hopkins Marine Station, Pacific Grove, Cali- 
fornia, U.S. A. 
(**) Manuscrit recu le 9 avril 1956. 
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uniformément marqué afin de caractériser les intermédiaires 
formés A l’intérieur de la cellule, et du glucose marqué en diffé- 
rentes positions pour tirer des conclusions sur le mécanisme de 
formation des produits de fermentation. 


TECHNIQUES. 


Les bactéries sont cultivées en anaérobiose dans le milieu 
suivant : extrait de levure Difco : 2 ¢; glucose : 2 g3; eau bidis- 
tillée: 100 ml. Aprés seize heures d’incubation a 37°, le 
liquide surnageant est décanté, les cellules sont lavées et remises 
en suspension dans une solution désaérée d’extrait de levure 
4 0,5 p. 100. 

Toutes les expériences de fermentation sont faites dans les 
fioles de Warburg a 37° sous azote. 

Le glucose ™C uniformément marqué (80 »C/mg) a été 
préparé au laboratoire par photosynthése, le glucose —I—**C 
(8,3 » C/mg) provient du Radiochemical Center (Amersham), les 
glucoses —2—'*C (1,8 » C/mg) et —6—*C (2,2 » C/mg) nous 
ont été gracieusement fournis par le Dr S.F. Carson, Sous- 
Directeur du Service de Biologie, Oak Ridge National Labora- 
tories, U.S.A. 


MISE EN EVIDENCE DES INTERMEDIAIRES FORMES. 


On met a fermenter les bactéries (poids sec: 3 mg) dans 
2 ml d'un milieu tamponné a pH 5,3 par du phosphate 0,025 M 
contenant 10 mg d’extrait de levure et 20 uC (250 ug) de glucose 
radioactif uniformément marqué. Aprés vingt minutes d’inicu- 
bation, lorsque les trois quarts du glucose sont consommés, le 
mélange réactionnel est centrifugé trés rapidement au froid, le 
culot microbien est lavé une fois a l’eau bidistillée puis extrait 
pendant une minute a l’alcool 4 80 p. 100 et 4 20 p. 100 bouillant. 
Les extraits sont concentrés sous azote, puis soumis A une chro- 
matographie ascendante bidimensionnelle sur papier Whatman 
n° 4 lavé, dans le systéme de solvants: phénol saturé d’eau ; 
acide propionique, N butanol, eau (1—2—1,4). On procéde 
ensuite 4 la radioautographie. Les corps microbiens sont hydro- 
lysés pendant seize heures dans l’acide chlorhydrique 6 N a 107°; 
le résidu est analysé selon la méme technique. 


ETUDE DU MODE DE MARQUAGE DES PRINCIPAUX PRODUITS 
DE FERMENTATION (ETHANOL ET AC. ACETIQUE). 


Les conditions expérimentales sont identiques a celles décrites 
ci-dessus, seule varie la quantité de glucose (de lordre de 
10 uM, 1 wC). La fiole contient, d’autre part, dans la tubulure 
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centrale une solution de potasse 2.N pour absorber le gaz car- 
bonique dégagé. Quand tout le substrat est épuisé, on acidifie 
le milieu par addition d’acide sulfurique. La suspension est cen- 
trifugée et on ajoute au liquide surnageant 75 mg d’éthanol et 
72 mg d’acétate de sodium. La solution est neutralisée avec de 
la soude, l’alcool est distillé, les acides volatils sont entrainés 
a la vapeur et neutralisés a la baryte. Une cristallisation dans 
Yeau-alcool suffit 4 obtenir de l’acétate de baryum pur (la radio- 
activité spécifique ne change pas par recristallisation ultérieure). 
Le carbonate de potassium radioactif est additionné de 40 mg 
de carbonate de sodium entraineur. 


Toutes les mesures de radioactivité sont faites au compteur 
de Geiger (1 pC = 150000 coups/minute) aprés conversion des 
différents composés en CO,Ba. L’activité totale de l’alcool et de 
Vacétate est déterminée par combustion totale selon la méthode 
au persulfate [3]. L’éthanol est oxydé en acide acétique par Je 
bichromate de potassium en milieu sulfurique [4], l’acétate est 
dégradé par la méthode de Phares [5]. 


R&ESULTATS. 


I. —- Bitan DE LA FERMENTATION. — On fait fermenter 9,4 pM 
de glucose uniformément marqué (164 000 c/m). ‘L’éthanol est 
pratiquement le seul produit volatil en milieu neutre. En effet, 
la radioactivité totale du distillat est identique a celle du sel de 
benzylthiouronium de l’acide acétique provenant de |’oxydation 
de l’éthanol. 


L’acide acétique représente 85 p. 100 de Jacidité volatile 
totale, le reste étant formé en grande partie d’acide formique. 


Les diverses analyses sont résumées dans le tableau I. 


TasBLeau I. 
coups/minute yu Mol/Mol.de 
plucose 


Glucose consommé 164.000 


Hydrogéne 


Gaz carbonique 52.000 
Ethanol 44,000 
Acidité volatile totale 61.000 
52.000 


Acide acétique 
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Le faible déficit observé dans le bilan de la radioactivité est 
comblé si l’on tient compte de la radioactivité incorporée dans 
les cellules. 


II. — IpENTIFICATION DES INTERMEDIAIRES FORMES. — Dans les 
conditions ot nous avons opéré, la répartition de la radioactivité 
dans les produits intracellulaires est la suivante : 1,4 uC dans 
l’extrait alcoolique a 80 p. 100; 0,3 »C dans l’extrait alcoolique 
& 20 p. 100; 0,2 uC dans le résidu de l’hydrolysat chlorhydrique. 
L’extrait alcoolique a 20 p. 100 contient les mémes composés 
que l’extrait alcoolique a 80 p. 100, mais en concentration 
moindre. 

Parmi les corps formés, nous nous sommes attachés a carac- 
iériser les corps du métabolisme hydro-carboné et les acides 
aminés qui s’y rattachent directement. Les méthodes employées 
ont été décrites précédemment [6]. 

Nous avons caractérisé: le glucose phosphate, le mannose 
phosphate, le galactose phosphate, l'uridine diphosphate, luri- 
dine diphosphate-glucose-galactose, l’acide 3-phosphoglycérique, 
Vacide phosphoénolpyruvique, Vacide aspartique et |’alanine. 
Ces différents corps représentent 42 p. 100 de la radioactivité 
extractible a l’alcool aqueux bouillant, leur importance relative 
est la suivante : 


Glucose> phosphate. screctroeia sieht cieleietloess Sere eeteaetsiciore 

Mannose phosphate: a. cist cserrs cre stereo eyecsaatote ieterot rere srei rete il iia 6 
GalactoseMphosphate Meremeyesiietite tories tile iste emt etreeelere | 

Uridine ‘diphosphates maces. sere eterectle alee ciarielraiarerra es Say ie 
Acitle = 3-phosphoglycériquen ects s-iteien eteinisteretstelateteltaeer terete 41% 
Acide: phosphoénolpymuviques cere crierscapsreiierst stein atetlerevecieiere Iss 6 
Uridine diphosphate-glucose-galactose ..........-.seceeeeeees il! Gh 
ACIDE Aspartigne; h...5 cits sais cet oes iar trometer ete 12;9'°% 
Alanine 


Dans le résidu d’hydrolyse chlorhydrique, on trouve surtout 
de l’acide aspartique (45 p. 100 de la radioactivité totale) accom- 
pagné de divers acides aminés existant en concentration beau- 
coup plus faible, tels que l’alanine, l’hydroxyproline, la glycine. 
Pas plus que dans l’extrait alcoolique, nous n’avons pu déceler 
la présence d’acide glutamique. 


III. — MopE DE MARQUAGE DES PRODUITS DE FERMENTATION. — 
Aprés fermentation des glucoses —l1—**C, —2—™“C et —6—"C, 
nous avons déterminé la radioactivité de chacun des atomes de 
carbone de l’éthanol et de l’acide acétique, ainsi que celle du gaz 
carbonique dégagé. 

Les résultats des analyses sont rapportés dans le tableau II. 
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Répartition de la radioactivité dans chacun des 
atomes de carbone des produits de fermentation 
(en coups/minute) € 


lnicoeeei= 6 Gineteeese Gluceses6a- 6c 


(151.000) (166.000) (159.000) 


CH 67.900 0 68.000 
Acide acétique } 
112 75.6006 281 


302 59.600 
Ethanol 
68.100 73 


Gaz carbonique 2 117 26 


DiscussIoN ET CONCLUSION. 


La souche de Zymosarcina ventriculi forme donc dans nos 
conditions expérimentales 4 partir d’une molécule de glucose : 
1,7 M d’hydrogéne, 1,9 M de gaz carbonique, 0,8 M d’éthanol 
et 0,9 M diacide acétique. 

L’identification des intermédiaires formés a V’intérieur de la 
cellule ne permet de déceler la présence d’aucun corps du cycle 
citrique ou du schéma de dégradation oxydatif du glucose, ni 
celle des acides glutamique et lactique. Les seuls intermédiaires 
du métabolisme hydrocarboné sont les oses phosphates lbres 
ou liés 4 Vuridine et les acides 3-phosphoglycérique et phospho- 
énolpyruvique. L’acide aminé le plus fortement marqué est 
lacide aspartique ; l’alanine n’existe qu’en quantité relativement 
faible. 

Le mode de marquage des produits de fermentation provenant 
des glucoses —1—*C, —2—"4C et —6—**C montre qu’en aucun 
cas le gaz carbonique formé ne contient de radioactivité. Avec 
le glucose —1—"C et le glucose —6—*C, toute la radioactivité 
de l’acide acétique et de |’éthanol se trouve dans le carbone du 
radical méthyle ; avec le glucose —2—'C, cette radioactivité 
se trouve, au contraire, dans les carbones des fonctions acide 
et alcool. 

Ces résultats s’accordent avec le schéma suivant : 


1 2 3 4 5 6 6 2,5 3,4 
C HO—C HOH—C HOH—C HOH—C HOH—C H,OH ->2C H,—C O—C OOH 
1,6 2,5 3,4 1,6 9,5 1,6 2,5 3,4 


2c H.-C O—C OOH->C H;-C H,OH+C H,;-C OOH+2C 0, 
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La glycolyse suivrait donc jusqu’au stade pyruvique le schéma 
d’Embden Meyerhof; par la suite, la décarboxylation de l’acide 
pyruvique conduirait a la formation d’éthanol et d’acide acé- 
tique. 

Si l’on compare les intermédiaires formés dans cette bactérie 
a’ ceux de la levure de boulangerie en anaérobiose [6], on voit 
que les plus grandes différences portent sur l’absence compléte 
de cycle citrique et la prédominance de la formation d’acide 
aspartique dans le cas de la sarcine. Dans le cas de la levure, la 
formation d’alanine et d’acide lactique est importante ; on trouve 
aussi certains corps du cycle citrique et de l’acide glutamique 
en quantité moindre. 


RESUME 


Le mécanisme de la formation de l’éthanol et de l’acide acé- 
tique a partir de glucose par Zymosarcina ventriculi a été étudié 
a Vaide de glucoses *C marqués en différentes positions. Les 
résultats s’accordent avec une glycolyse suivant uniquement Je 
schéma d’Embden-Meyerhof. 


SUMMARY 


The mechanism of ethanol and acetic acid formation from glu- 
cose by Zymosarcina ventriculit has been studied with *C glucose 
labeled in different positions. The results can be explained enti- 
rely by an Embden-Meyerhof scheme. 
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RECHERCHES SUR LA MESURE 
DE L’ACTIVITE HEMICELLULOLYTIQUE DES SOLS 
lil. — RESULTATS EXPERIMENTAUX 


par J. AUGIER (*), 


(Institut Pasteur. Service de Microbiologie du Sol.) 


Dans nos deux notes précédentes, nous avons donné les condi- 
tions expérimentales [4] de nos vecherches et l’étude théorique [2] 
des résultats. Nous allons briévement les résumer avant d’entrer 
dans le détail des faits expérimentaux faisant l’objet de la pré- 
sente note. 

Nous préparons des dilutions-suspensions décimales de terre 
et nous ensemencons chacune d’elles dans cing tubes contenant 
un milieu éleclif pour hémicellulolytiques. 

Nous pratiquons chaque jour des lectures permettant de mettre 
en évidence le moment ot les cultures commencent leur crois- 
sance et le moment ow elles la terminent. Nous avons ainsi deux 
courbes : la premiére traduisant le début de la croissance ou 
courbe de variation du temps de latence — nous l’appelons, pour 
abréger, courbe de « latence », et la deuxiéme traduisant sa fin, 
ou courbe de « consommation ». Nous avons montré que la courbe 
de lyse des hémicelluloses n’était autre que la différence entre 
les deux courbes précédentes et nous avons indiqué comment 
tracer cette « différentielle ». 

Nous avons également montré que la courbe de « latence » 
avait, en général, une forme hyperbolique et qu’elle pouvait se 
représenter sous la forme d’une droite sur coordonnées semi- 
hyperboliques. ; 

L’étude mathématique théorique de ces courbes nous a apporté 
un certain nombre de résultats que nous allons maintenant confron- 
ter avec les résultats expérimentaux obtenus. 


J. — ASPECT EXPERIMENTAL DE LA COURBE DE ( LATENCE )). 


a) Erupe pe sa rorme. — L’expérience montre qu’elle peut étre 
réguliére ou irréguliére. 


(*) Manuscrit recu le 18 avril 1956. 
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1° Etude de la courbe réguliére. — L’une de nos terres, une 
terre de jardin dénommée GA,,, donne une courbe de latence 
trés réguliére. Nous l’avons donc choisie pour cette étude ; dans 
le but d’obtenir des mesures aussi précises que possible, nous 
avons ensemencé 50 tubes par dilution, cette précision nous était 
nécessaire pour étre sar de la forme. 

Nous avons calculé pour chaque jour la dilution (D,,) donnant 
50 p. 100 de résultats + et 50 p. 100 de résultats —. Ce calcul 


x TERRE GA(2) 3 TERRE A, F 
$7 courbe de latence aprés 37 Courbe de latence 
3 fan de conservation ie (5 tubes par dilution) 
2 6 (50 tubes par dilution) 5 6 . 
@ & aS 
8 5 = 5 
$4 o4 
Zz 3 a 3 
in o 
Z 2 é 2 
= 1 5 i 
a u ey oh ee ay + ae a . ee rea 
Or let, 4 3." oe reupsiiaverse) Rrtel 2 TEMPS (inverse) * 
TEMPS_EN JOURS 
gh Ope ace ao. Se yes Sie) 
< TERRE GA(1) 
isnt courbe de latence sti 
4 (terre fraiche) Différentielles théoriques 
2 er) et expérimentales. 
Q 6 Lo} 
& s 8 
8 sf Z-3+ 
Ss WwW \ 
oh Sulla 
Z 3b eee | ee 
> n ony 
oe | Desival =e . Soe one 
ze mals = - saa 
°Q p’=3,4 a 7 ye 
3 le Toe 
D 
= 
Tay -8 
OF TON Te thes 2 TEMPS (inverse) ! 


Fic. 1. 


est effectué par la méthode des totaux cumulatifs et déltermination 
de la D;, sur papier « probit » (ou par le calcul). 

L’écart de confiance pour chaque mesure est déterminé a l'aide 
des « probits » pour la probabilité p = 0,05 qui est la plus cou- 
ramment admise en biologie. 

Nous portons ensuite sur coordonnées semi-hyperboliques les 
D,;, oblenues pour chaque jour, ainsi que leur zone de confiance 
(voir fig. 1, terre GA, qui sont de + 0,2 a 0,3 sur l’exposant 
de la dilution et pour 50 tubes par dilution. 

On peut constater que la droite satisfaisant a l’interpolation 
passe a l’intérieur de toutes les zones de confiance. Ceci démontre 
que la courbe de «latence » peut étre considérée comme une 
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hyperbole dont nous avons établi l’équation dans notre précédente 
note : 


d= a + D 
d étant le logarithme des dilutions en valeur absolue ; 
t le temps ; 
D le logarithme de la dilution limite en valeur absolue ; 
p’ le coefficient de courbure de l’hyperbole, c’est-a-dire la pente 
de la droite obtenue sur coordonnées semi-hyperboliques. 


On peut calculer avec exactitude les paramétres p’ et D corres- 
pondant a l’interpolation la plus probable a l’aide de la méthode 
des moindres carrés. 


fl est également possible d’obtenir par le calcul les écarts de 
confiance pour p’ et D (le calcul en est trés laborieux). 


Nous donnerons ailleurs les détails de la méthode statistique 
employée au cours de notre expérimentation. 


Dans la pratique, on opére sur 5 tubes par dilution. Dans ce 
cas, l’approximation pour chaque point est en moyenne de + 0,5 
sur l’exposant de la dilution, ce qui donne pour D une approxi- 
mation de + 0,2 et pour p’ de + 0,15 dans le cas de six points 
ayant servi a interpolation. (Il est prudent de ne tenir comple 
dans les calculs que des six premiers points, les derniers étant 
trop imprécis.) 

2° Etude des courbes irréguliéres. — Sur coordonnées nor- 
males, ces courbes ont, dans l’ensemble, une forme hyperbolique, 
mais, dans leur région moyenne, elles présentent une angulation. 
Sur coordonnées semi-hyperboliques, elles donnent deux droites 
qui se coupent en leur partie moyenne, leur extrapolation donne 
deux points D et D’ (voir fig. 1, terre A,F). 

Nous interprétons ces faits en pensant qu’il s’agit de deux 
flores successives, ce qui est souvent confirmé par la courbe de 
disparition des hémicelluloses, ]’extrapolation de la premiére par- 
tie de la courbe de latence correspondant a la courbe de consom- 
mation (voir fig. 3, terre A,F). 


b) DituTion LIMITE EXTRAPOLEE. — ‘L’extrapolation sur coordon- 
nées semi-hyperboliques donne le nombre de germes totaux capa- 
bles d’attaquer plus ou moins vite les hémicelluloses. ‘La précision 
est de + 0,2 environ dans le cas des courbes réguliéres et de 
+ 0,4 a 0,5 dans le cas des courbes irréguliéres. 


Ces extrapolations n’ont de réelle valeur que si la courbe de 
consommation correspond bien a la courbe extrapolée. Dans Je 
cas des courbes de latence irréguliére, l’extrapolation correspond 
souvent avec la courbe de consommation (voir fig. 3, terre A,F). 
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c) SIGNIFICATION DE LA PENTE. — La pente de la courbe de latence 
sur coordonnées semi-hyperboliques traduit, en principe, l'état 
d’activité de la flore au moment de |’analyse. 


Plusieurs cas expérimentaux sont a examiner : 


1° Le point correspondant au premier jour satisfait 4 l’inter- 
polation (courbe trés linéaire). Ceci se rencontre avec des terres 
loin de tout apport hémicellulolytique. On est donc ici dans Je 
cas d’une terre en équilibre dynamique. 


2° Le premier point est trop bas. Ceci se rencontre lorsque 
la terre n’est plus en équilibre dynamique ; par exemple lors- 
qu’on a ajouté a la terre des hémicelluloses quelques jours avant 
de faire l’analyse. 

Certaines terres fraiches donnent également le phénoméne. Nous 
pensons qu’elles sont également loin de leur équilibre dynamique. 


3° Notons enfin que la pente est plus forte pour les terres 
vieilles que pour les terres fraiches. Ceci a été vérifié aisément 
sur notre terre GA que nous avons suivie pendant un an (ce lot 
de terre avait été conservé humide au laboratoire). On a en effet, 
au temps zéro, p’ = 3,4 et, un an aprés, p’ = 5 [voir fig. 1, terres 
GA jet GAg, I. 

4° D’ot nous concluons : plus la pente est forte, moins la terre 
serait en activité hémicellulolytique. 

Si le premier point ne satisfait pas a l’interpolation, la terre 
serait Join de son équilibre dynamique et les hémicellulolytiques 
seraient encore en activité. 


d) APPLICATION A LA DETERMINATION DE LA DOSE OPTIMUM D’EXTRAIT 
DE TERRE. — Les propriétés de la courbe de latence énoncées 
ci-dessus et le calcul de probabilité qui leur a été appliqué nous 
ont permis de déterminer la dose optimum d’extrait de terre A 
introduire dans le milieu. Nous allons voir qu’elle est de 3 A 
10 ml p. 1 000 ; nous avons choisi 3 ml pour diminuer les risques 
d’apport de substances carbonées en quantité non négligeable. 


Sans extrait de terre, la dispersion s’est montrée plus grande 
qu’en présence d’extrait de terre. Les points obtenus étaient trés 
souvent a la limite et méme quelquefois en dehors des zones de 
confiance. De plus, le point D est toujours plus bas (fig. 2, courbe 
inférieure). 

Avec 30 ml d’extrait de terre au litre, le milieu perd de son 
électivité, car la pente obtenue pour la courbe de latence devient 
significalivement plus faible (fig. 2, courbe supérieure), 

Entre 3 et 10 ml, les pentes ne sont pas significativement diffé- 
rentes, mais la pente est significativement plus forte qu’avec 
30 ml d’extrait de terre (fig. 3, courbe intermédiaire). 
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Enfin, les milieux contenant 3, 10 ou 30 ml d’extrait de terre 
ont sensiblement la méme valeur de D qui est, par contre, signi- 
ficativement plus élevée que pour le milieu sans extrait de terre 
(fig. 3, courbe intermédiaire et supérieure). 

C’est done avec 83 a 10 ml p. 1000 d’extrait de terre qu’on 
obtient les meilleures sensibilité, fidélité et électivité. 


INFLUENCE DE LA DOSE D'EXTRAIT DE TERRE 
(0,310.30 m! pour 1.000) 
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Fic. 2. 
II. — Aspecr EXPERIMENTAL DE LA DIFFERENTIELLE. 


Précisons dés maintenant que la différentielle donne le nombre 
de germes les plus actifs, ainsi que leur rapidité d’attaque des 
hémicelluloses. 


a) RAPPEL DE SA FORME THEORIQUE : 


1° Forme mathématique théorique. — Dans notre précédente 
note [2], nous avons montré, en nous plagant d’un point de vue 
mathématique purement théorique, que la différentielle était une 
oblique dont la pente représentait en principe le taux de crois- 
sance (fig. 1, différentielles théoriques et expérimentales, courbe 
ABC’). 

2° Forme théorique réelle. — En réalité, ce devrait étre d’abord 
une oblique conformément a la théorie mathémalique, puis rapi- 
dement une verticale (fig. 1, différentielles théoriques et expéri- 
mentales, courbe ABC). 
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En effet, l’accroissement nécessaire pour produire des nitrites 
décelables est d’environ 10° A 10° germes, autrement dit tout se 
passe comme si on ensemencait un nombre de germes sensible- 
ment constant. La quantité d’hémicelluloses consommée pour l’ap- 
parition des nitrites étant négligeable, la différentielle sera forcé- 
ment verticale A partir des dilutions — 2 ou — 8, a condition que 
le taux de croissance de la flore soit homogéne. 

C’est ce qu’on observe en faisant l’expérience avec une culture 
de germes hémicellulolytiques en dominance. 


Voyons maintenant ce qui se passe avec des dilutions de terre. 


b) Cas GENERAL PRATIQUE DES TERRES. — Il] est extrémement 
rare de rencontrer dans le cas des terres une différentielle verti- 
cale (sur toute sa longueur surtout). La terre B, (fig. 3) en réalise 
un exemple approché. 

Dans le cas général (fig. 1, différentielles théoriques et expéri- 
mentales, courbe ABCD), elle se présente en effet sous la forme 
d’une courbe plus ou moins réguliére, d’abord trés verticale s’in- 
fléchissant de plus en plus obliquement et qui, a partir d’un cer- 
tain moment, devient assez brusquement de plus en plus horizon- 
tale. 

En pratique, on interpole les points de cette courbe sous forme 
de deux ou trois droites, de maniére 4 former un ou deux angles 
vifs permettant de préciser le point ot le taux de croissance 
s’abaisse rapidement. C’est ce que nous avons fait pour les quatre 
cas représentés fig. 3. 

Nous admettons que ce point donne le nombre de germes réelle- 
ment actifs dans la terre (voir note précédente [2]). 

En réalité, la forme réelle de la différentielle montre que plus 
on augmente les dilutions, plus le taux de croissance des germes 
diminue. Autrement dit, ce sont les germes hémicellulolytiques les 
plus nombreux qui ont le taux de croissance le plus petit. 

Le taux de croissance est donc, dans l’ensemble, inversement 
proportionnel au nombre de germes, et ce sont les espéces hémi- 
cellulolytiques les moins nombreuses qui sont les plus actives 
dans la terre. 

La différence de pente de la différentielle d’une tere a l’autre 
est, en général, de faible importance dans sa partie verticale 
(celle correspondant 4 la théorie mathématique). Cette partie est 
malheureusement difficile & obtenir avec suffisamment de netteté. 
Dans cette zone, il est préférable de faire une mesure du taux 
de croissance au photométre a partir d’un repiquage des germes 
ayant poussé dans le tube ensemencé avec la dilution — 1 ou — 2. 

‘La différentielle, en dehors de cette premiére partie, peut revé- 
tir, selon les terres, des allures assez différentes. 


ACTIVITE HEMICELLULOLYTIQUE DES SOLS 375 


Il est des terres dont l’angle de la différentielle correspond a 
une forte dilution ; il en est d’autres qui présentent jusqu’a deux 
angles de variation bien distincts. Ces variations de pente reflé- 
tent en partie l’allure du taux de croissance des germes les plus 
actifs (partie la plus verticale), mais aussi et surtout traduisent 
la variation de ce taux de croissance en fonction du nombre de 
germes. 

Ainsi, certaines terres renferment une flore hémicellulolytique 
presque homogéne, la différentielle est trés verticale et ne forme 
son angle que trés prés de la dilution limite. 

D’autres terres, au contraire, renferment une flore hémicellulo- 
lytique trés composite et, par exemple, on trouvera 10* germes 
trés actifs, puis toute une succession de flores dont le taux de 
croissance diminue avec l’augmentaion du nombre de germes, 
pour finir par devenir presque nul. 

Précisons enfin qu’on peut admettre que l’angle de la différen- 
tielle est connu avec une précision de + 0,3 4 0,4 sur l’exposant 
de la dilution (dans le cas de 5 tubes par dilution). 


III. — DescriIPTION DE QUELQUES CAS CONCRETS. 


Nous allons maintenant donner les détails de quatre exemples 
destinés a illustrer ce que nous avons dit plus haut. ‘La figure 3 
représente les courbes obtenues dans ces quatre cas; précisons 
que les courbes de latence ont été préalablement interpolées sur 
coordonnées semi-hyperboliques. 

Premier cas (voir fig. 3, terre GA 4). 

Il s’agit d’une terre de jardin de la région parisienne dénom- 
Meco A 55. 

L’étude des courbes montre que : 

1° La flore est homogéne quant 4 sa courbe de latence ; 

[La valeur de D est de 7,1; 

La valeur de p’ est de 3,4. 

2° La différentielle forme deux angles : 

Le premier 4 10—** : c’est la flore la plus active. 

Le deuxiéme 4 10—° : c’est une flore encore assez active, mais 
dont le taux de croissance diminue rapidement. 

3° On peut admettre que la flore active dans la terre est de 
0,7.107,* germes. 

Deuxiéme cas (voir fig. 3, terre B,). 

I] s’agit d’une terre de grande culture du bassin parisien (Seine- 
et-Oise) dénommeée B, (terre neutre). 

L’étude des courbes montre que : 

1° La flore est homogéne quant a sa courbe de latence. 

La valeur de D est de 7,1; celle de p’ de 4,7. 
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2° ‘La différentielle est d’un type trés particulier : elle présente 
une discontinuilé au niveau de la dilution 10—*°. Jusqu’a cette 
dilution, la différentielle est presque verticale, ce qui, suivant Ja 
théorie ci-dessus, est l’indice d’une flore trés active et trés homo- 
géne. Ensuite, on note une brusque discontinuité dans la flore 
et l’on passe a une nouvelle flore trés peu active. 

3° On peut admettre que le nombre de germes actifs dans cette 
terre est de 0,7.10*°. 


TEMPS EN JOURS 
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TERRE GA(1) 


DILUTIONS EN log 


Fic. 3. 


Troisiéme cas (voir fig. 3, terre A,F). 

I] s’agit du niveau A, d’une tourbe qui a été neutralisée par de 
V'ammoniaque et mise 4 fermenter a l’étuve. 

Ce cas est intéressant parce qu'il nous permet d’analyser des 
courbes assez complexes. ‘ 

En effet, la courbe de latence et la différentielle ont des formes 
trés particuliéres. 

1° La flore n’est pas homogéne quant a la courbe de latence. 
Elle est, en effet, formée de deux hyperboles se coupant au niveau 
de la dilution 10—>.°, 

La premiére correspond aux constantes : D = 6,25; p’ = 2,45 
(c’est la flore dont l’état d’activité est le plus fort). 
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La deuxiéme correspond aux constantes: D = sO ep =O, 0 
(il s’agit d’une flore trés secondaire). 

On remarquera enfin que la premiére hyperbole une fois extra- 
polée (partie en pointillé) correspond exactement A la courbe de 
consommation. La flore totale hémicellulolytique est done de 
0,7.10%.25, 

2° La différentielle présente une ambiguité ; son angle n’est pas 
net. On note, en effet, deux angulations voisines (A et B). Il n’est 
pas certain que ces deux angles soient réels. En effet, une impré- 
cision de la courbe de consommation au quatriéme jour peut trés 
bien avoir créé cette situation. Ce point est en effet connu a + 0,5 
(voir plus haut). 

Dans ce cas, nous prendrons pour angle les valeurs moyennes 
trouvées pour A et pour B, soit : 

(— 45) + (—5,4) 
2 


~ 


‘La suite de la différentielle est la méme que pour le cas précé- 
dent. 


3° La flore la plus active est done de 0,7.10° germes. 

Quatriéme cas (voir fig. 3, terre A,). 

Il s’agit du niveau A, de la méme tourbe que pour le 3° cas, 
mais qui n’a pas été neutralisé. Ces deux cas ont déja été étudiés 
par M”° de Barjac [8], qui a montré une augmentation de l’activité 
biologique globale dans la tourbe fermentée. L’étude des courbes 
montre que: 1° La flore est homogéne quant 4 la courbe de 
latence ; la valeur de D est de 5,9; celle de p’ de 4,1. 


2° La différentielle est dans l'ensemble du méme type que pour 
la terre GA ca. La différentielle forme deux angles (A et B), le 
premier 4 10—1.8, le deuxiéme a 10—**°. On peut donc admettre 
que la flore active dans cette terre est de 0,7.10'* germes. 

L’intérét de cet exemple réside essentiellement dans deux 
points : 

a) On voit aisément que la plus grande activité de la terre A,’ 
correspond a un abaissement important du point A de la terre A,, 
c’est donc bien cette premiére partie de la différentielle qui est 
la plus importante ; ceci démontre que la flore active dans le sol 
lui-méme est traduite par la portion verticale de la différentielle. 


= —4,95¢—5.. 


b) On peut théoriquement se demander si les points A et B dans 
le cas de la terre A, sont significativement différents (ils ne |’étaient 
pas pour la terre A,F). La différence entre A et B est de 10-7. 
Nous avons vu précédemment que les angles de la différentielle 
étaient connus a + 0,4. Il faut donc une différence d’au moins 
10—°.*, pour que les deux points soient significativement différents. 
Les deux points A et B le sont donc. 
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IV. — INTERPRETATION ET CONCLUSIONS. 


Nous ne pouvons détailler, comme pour les exemples ci-dessus, 
toutes nos analyses. 

Nous donnerons seulement l’interprétation générale de nos 
résultats. 

1° Pour la différentielle. — Sa forme permet d’interpréter d’un 
point de vue quantitatif et qualitatif l’activité de la flore hémi- 
cellulolytique, les différences entre pentes d’une terre a l'autre 
soulignant les différences de variation du taux de croissance. Ceci 
permet de préciser le nombre de germes totaux hémicellulolytiques 
et le nombre de germes les plus actifs. 

2° Pour la courbe de latence. — Les courbes de latence sont 
souvent d’allure générale proches et leurs pentes sur coordonnées 
semi-hyperboliques sont souvent assez voisines. 

Il faut cependant noter qu’il est fréquent de trouver des courbes 
de latence irréguliéres, ce qui traduit l’existence de plusieurs flores 
a activités différentes dans le sol (voir fig. 1, terre A,F). 

Certaines terres donnent des pentes p’ assez différentes des 
autres terres. I] est ici difficile de conclure car il peut s’agir soit 
d’espéces microbiennes trés différentes, soit de flore dont l'état 
d’activité in situ est différent. 

Pour un groupe de terres que l’on sait déja avoir des pentes 
de « latence » trés volsines, si 4 un moment donné on constate 
un changement de valeur de cette pente, on peut alors conclure 
qu’il s’agit d’un changement de l|’état d’activité de la flore in situ. 
Dans ce cas la position du premier point donnera de précieux 
renseignements (voir plus haut). 

3° Pour l'ensemble des terres. — Si d’un point de vue technique 
la méthode proposée présente de réelles qualités d’information, le 
nombre trop limité d’échantillons de terre étudiés (une quinzaine) 
n’autorise que de premiéres conclusions d’ordre trés général. 

a) Le nombre total des germes hémicellulolytiques est dans Je 
méme sens que l’activité biologique globale (surtout dans le cas 
de types pédologiques voisins). 

b) A types pédologiques différents le plus grand nombre de 
germes hémicellulolytiques se trouve généralement dans les terres 
les plus riches en matiéres organiques. 

c) Pour les terres acides il est a noter qu’il y a trés souvent 
une dissociation de la flore. Le nombre total des hémicelluloly- 
tiques peut étre assez grand, mais le nombre des germes réelle- 
ment actifs est généralement beaucoup plus faible. D’ailleurs la 
courbe de latence est la plupart du temps dissociée elle aussi. 

d) Enfin pour une méme terre l’activité hémicellulolytique s’est 


révélée dans la majorité des cas étre plus faible en profondeur 
qu’en surface. 
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CONCLUSIONS GENERALES ET RESUME DE NOS TROIS NOTES 
SUR LA MESURE DE L’ACTIVITE HEMICELLULOLYTIQUE. 


Les techniques qui viennent d’étre décrites et étudiées per- 
mettent : 

1° A Paide de la différentielle. — a) D’avoir ordre de gran- 
deur du taux de croissance des hémicellulolytiques et sa variation 
en fonction du nombre de germes. 

b) Le nombre des hémicellulolytiques totaux. 

c) Le nombre des hémicellulolytiques les plus actifs. 

2° A l'aide de la courbe de « latence ». — Il est possible 
d’apprécier l'état d’activité des hémicellulolytiques in situ et de 
préciser si cette flore est homogéne ou composite. 

Tout ceci s’entend avant tout pour des terres en équilibre dyna- 
mique. Dans les autres cas (probléme posé dés notre premiére 
note) c’est vraisemblablement par l'étude plus approfondie des 
propriétés de la courbe de latence qu’il sera possible d’étudier 
des terres ne se trouvant pas en état d’équilibre dynamique 
(accroissement ou lyse de la flore). 


GENERAL CONCLUSIONS. 


The techniques described allow : 

1° By means of the differential : 

a) To obtain the rate of development of hemicellulolytic bac- 
teria and its variation in function of the number of microorga- 
nisms ; 

b) The total number of the hemicellulolytic bacteria ; 

c) The number of the most active germs. 

2° By means of the « latency » curve, it is possible to estimate 
the state of activity of hemicellulolytic bacteria in situ and the 
homogeneous or heterogeneous character of this flora. 

All these conclusions are valid only for soils being in dynamic 
equilibrium. In the other cases (a problem already put forward 
in the first paper) a more accurate examination of the characte- 
ristics of the latency curve will probably allow the study of soils 
which are not in a state of dynamic equilibrium (increase or lysis 
of the flora). 
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DISPARITION DE L’ACTION ANTI-ENDOTOXIQUE 
DE LA CORTISONE AU COURS DE LA VACCINATION 
ANTI-COQUELUCHEUSE 


par L. CHEDID et F. BOYER (°). 


(College de France, Laboratoire d’Endocrinologie 
et Institut Pasteur, Service de Chimie Thérapeutique B) 


Contrairement au cobaye, le rat et la souris sont trés résistants 
a Vhistamine et aux endotoxines. 

Cependant, la surrénalectomie les rend cent fois plus sensibles 
a ces deux poisons et, dans ce cas, un traitement a la cortisone 
leur restitue une résistance normale [4, 2, 3, 4, 5]. Par contre, 
il est impossible de mettre en évidence action antihistaminique 
de hormone chez la souris non surrénalectomisée, tandis que !a 
cortisone, comme nous l’avons montré, posséde une action anti- 
infectieuse et anti-endotoxique chez l’animal normal [5, 6, 7]. Ce 
dernier fait, qui paraissait surprenant a une époque ot Il’action 
défavorable de hormone sur le cours de trés nombreuses infec- 
tions était mis en relief [8], a depuis été confirmé par différents 
auteurs [9, 40, 44, 42, 13}. 

On peut aussi sensibiliser la souris a l’histamine sans la surré- 
nalectomiser, en l’immunisant avec Hemophilus pertussis en 
phase I; le germe en phase IV qui ne posséde pas de pouvoir 
vaccinant ne diminue pas la résistance au poison [44, 45). 

Le pouvoir antihistaminique de la cortisone a été mis en évi- 
dence chez la souris ainsi immunisée (16, 47, 48). 

L’un de nous a signalé que la vaccination anti-coquelucheuse 
germe en phase I) sensibilise également, bien qu’a un degré 
moindre, la souris a |’endotoxine, mais que dans ces conditions 
action antitoxique de la cortisone ne se manifeste pas, contrai- 
rement a ce qui se produit chez l’animal non vacciné, qu’il soit 
surrénalectomisé ou non [49]. Il nous parait utile de rappeler ici 
ces conclusions. 

L’animal vacciné se comporte en quelque sorte comme |’animal 
devapsulé. Cependant, ce n’est pas en freinant la fonction cortico- 
trope que |’immunisation par H. pertussis diminue la résistance 


(*) Manuscrit recu le 26 avril 1956. 
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antitoxique, comme le démontrent les faits suivants enregistrés 
chez Vanimal vacciné : 

1° L’hypertrophie compensatrice consécutive A la surrénalec- 
tomie unilatérale se fait normalement. 

2° La diurése provoquée aprés surcharge en eau n’est pas 
modifiée. 

3° La cortisone perd ses propriétés antiloxiques et, en partie, 
son pouvoir glycogénique. 

Les résultats nouveaux que nous apportons ici confirment la 
disparition de certains effets de la cortisone au cours de la vacci- 
nation anti-coquelucheuse. De plus, nous avons recherché dans 
quelle mesure la suppression de l’action anti-endotoxique de 
Vhormone était liée a la présence d’anticorps dans le sang, en 
comparant les animaux immunisés avec des germes en phase [, 
avec des animaux ayant regu un méme nombre de germes en 
phase IV, et avec d'autres traités par .du sérum anti-coquelucheux. 


MATERIEL ET METHODES. 


Nous avons utilisé une suspension préparée a partir de souches 
d’Hemophilus pertussis en phase I ou en phase IV, formolée 
a 2 p. 1000 et contenant 120 milliards de germes au centimétre 
cube (1). Les inoculations a la souris sont faites par voie intra- 
péritonéale et toujours sous un volume de 0,5 cm*. Une dose de 
60 milliards de germes provoque un choc qui peut étre mortel 
dans 10 a 20 p. 100 des cas. 

Les globulines anti-coquelucheuses employées agglutinent 4 des 
taux variant du 1/30 000 au 1/60 000. Injectées a des souris par 
voie sous-culanée, a la dose de 1 cm’, elles provoquent parfois 
un choc profond, bien que non mortel, qui dure une ou deux 
heures, tandis que 0,5 cm* ne produit aucun trouble apparent. 

L’endotoxine (ASED) utilisée est extraite sous forme d’anti- 
géne glucido-lipidique de S. enteritidis (var. Danysz) selon la 
méthode de Boivin [20]. I] faut injecter 0,5 mg par voie intra- 
périlonéale pour tuer la souris normale, tandis que la souris 
surrénalectomisée succombe si on lui administre 0,005 mg. 

Le chlorhydrate d’histamine, injecté par vole intrapéritonéale, 
tue la souris de 20 g a la dose de 50 mg. 

La cortisone est injectée par voie sous-cutanée. 

Le pouvoir agglutinant du sérum est mesuré par la méthode 
des dilutions successives. Le sang étant prélevé chez la souris 
a l’angle interne de |’ceil, le sérum est recueilli et mélangé 4 une 
suspension de germes (10 milliards au centunétre cube), agilé 


(1) Nos remerciements vont au D*® Chevey, qui a eu l’extréme obli- 
geance de nous fournir ces produits. 
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pendant trente minutes, puis placé a l’étuve a 37° pendant. une 
heure, aprés quoi les tubes seront mis a la glaciére, d’ou ils 
seront retirés le lendemain au moment de la lecture. 

Le taux du glycogéne hépatique est mesuré chez des rats 
pesant environ 150 g et mis a jeun depuis vingt-quatre heures, 
suivant une méthode de Somogyi modifiée [24]. 

Dans tous les cas ot les souris ont été surrénalectomisées, 
elles ont recu une alimentation normale et de l’eau de boisson 
contenant du CINa a 8 p. 100, a l’exclusion de tout traitement 
hormonal. 

Les expériences de sensibilisation 4 l’histamine ont été réalisées 
chez des animaux de méme sexe, car il a été démontré qu’apres 
vaccination, la souris femelle est plus sensible que la souris 
male [418, 419]. 


RESULTATS. 


1° La vacctnaTIon PAR H. pertussis EN PHASE I SENSIBILISE LA 
SOURIS A L’ENDOTOXINE, MAIS A UN DEGRE MOINDRE QU A L HISTAMINE. 

Il est admis que la sensibilisation 4 l’histamine est liée au 
pouvoir vaccinant du germe. En effet, elle ne se produit qu’avec 
des germes en phase I qui, seuls, possédent l’agglutinogéne. De 
plus, il faut injecter 50 4 60 milhards de germes (avec un nombre 
plus petit, on n’observe qu’une sensibilisation partielle) et attendre 
six a huit jours, date a laquelle les animaux ne sont plus du 
tout choqués. 


TABLEAU I. 


Survie en 24 heures (1) 


Loti. | Ténoins non—vaccane sa. serene * 24/31 
Lot 2. Souris ayant recu 10 milliards 

dedgermes, on uphase alt ae see aati 9/10 
Lot 3. Souris ayant regu 60 milliards 

de germes en phase I.c5.... 48 aaeeoeeins 1/45 
Lot 4. Souris syant recu 60 milliards 

de: ‘germoeiten phase Vian. sec ase ee 10/13 


(1) Nombre de survivants / nombre du lot 


I] en va de méme quant a l’augmentation de toxicité de |’ anti- 
géne glucido-lipidique, comme on peut le voir dans le tableau I, 
ou tous les animaux ont recu 0,1 mg d’endotoxine (soit le 
cinquiéme de la dose mortelle pour 100 p. 100 des témoins). La 
vaccination remonte a huit jours avant l’injection de l’endotoxine. 

Ces résultats montrent bien qu’il faut injecter 60 milliards de 
germes en phase I pour diminuer la résistance a l’endotoxine, 
comme dans le cas de histamine. 


Notons, cependant, que des essais répétés n’ont permis d’aug- 
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menter la sensibilité de la souris au poison bactérien que de 
cing a dix fois, alors que vis-a-vis de l’histamine, elle l’est de 
cent fois. 


2° ‘CHEZ L’ ANIMAL VACCINE PAR H. pertussis, LA CORTISONE PERD 
CERTAINES DE SES PROPRIETES, A CONDITION D INJECTER UN NOMBRE 
TRES ELEVE DE GERMES. 


A. Diminution de l’action glycogénique de l’hormone. — Nous 
avons signalé la disparition de certains effets de la cortisone 
durant la gestation chez la rate {22, 23]. Les résultats qui suivent 
montrent que cette hormone perd aussi ses propriétés glyco- 
géniques chez le rat immunisé par H. pertussis. 

Des males vaccinés depuis huit jours avec du germe en phase [ 
sont répartis en plusieurs lots. La cortisone est injectée par vole 
sous-cutanée en une seule dose de 5 mg, seize heures avant de 
sacrifier les animaux. ‘Les résultats sont consignés dans le 


TABLEAU II. 


Moyennes 


Glycogéne Poids des 
hépatigque surrénales 


NOMMBURG « o spals aici ateis Wacceis erecele ws nef Témoins 
Traités 


Vaccines 
avec 120 milliards de germes... Témoins 


Traités 


Veccines , 
avec 360 milliards de germes... Témoins Bi 


Traités 6,0) Ke) 


Traités 15,6 (2) 


(1)Comparés eaux traités non-vaccinés,la probabilité d'erreur est (2% 
‘2)Comparés aux traités non-vaccinés,la probabilité d'erreur est (1% 


tableau II (les taux de glycogéne hépatique sont donnés en milli- 
gramme pour 100 g du poids du corps). 

Ces résultats montrent : 

a) Que la vaccination, comme tout stress, provoque une éléva- 
tion du glycogéne hépatique et une augmentation du poids des 
surrénales ; 

b) Que l’action glycogénique de la cortisone exogéne est trés 
diminuée chez l’animal vacciné (surtout lorsqu’il a recu un nombre 
trés élevé de germes). Cette corrélation qui existe entre |’impor- 
tance de l’inoculat et l’ampleur du phénoméne se retrouve dans 
les expériences suivantes. 
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TaBLeAu III. 
Survie en 24 heures 
Téemoins mon=vacciné sa een eee sere 18/21 (1) 


Vaccinés depuis 8 jours avec 60 milliards 
de germes et traités A la cortisone....... Ses 3/24 


. 


Vaccinés depuis 4 jours avec 60 milliards 
de germes et traités A la cortisone.......... 9/12 


(1) Nonbre de survivants / nombre du lot 


TABLEAU IV. 


Nombre de Nombre de jours Taux Survie aprés 
germes aprés la d'agglutination l'histamine 
vaccination (2 mg) 


4 Témoins 
non-vaccinés 

| 5 milliards 
en phase I 


10 milliards 
en phase I 


60 milliards 
en phase I 


60 milliards 
en phase IV 


TABLEAU Y. 


Nombre de jours 
aprés la 
vaccination 


Survie en 
24 heures 
9/37 


Non-veccinés 


J taoins 
Traités ala 
cortisone 
5 milliards 
en phase I 


10 milliards 
en phase I 


Vaccinés 


60 milliards 
en phase I 


60 milliards 
en phase IV 


8 jours 
12 jours 
18 jours 
22 jours 
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B. Disparition de l’action anti-endotoxique de l’ hormone. — Dans 
une certaine mesure, la disparition de l’action antitoxique de la 
cortisone semble se produire dans les mémes conditions que la 
sensibilisation a l’histamine, puisqu’il faut, pour Vobserver, 
attendre quelques jours et injecter un nombre trés élevé de 
germes, 

L’expérience suivante faite chez des souris le démontre : 

Dans celle-ci, tous les animaux ont recu 0,1 mg d’endotoxine. 
La cortisone a été injectée aux animaux traités en deux fois 
(2 mg la veille et 2 mg deux heures avant le poison) {tabl. III}. 

Rappelons que la cortisone posséde une action anti-endotoxique 
marquée chez la souris et qu’une seule injection de 2 mg de 
cortisone protége l’animal surrénalectomisé contre 0,1 mg d’endo- 
toxine, dose qui tue les témoins décapsulés en quelques heures. 

Dans les expériences qui suivent, nous allons étudier les 
influences de la nature et du nombre de germes sur la sensibi- 
lisation a V’histamine et sur le pouvoir agglutinant du sérum 
(tableau IV), ainsi que la disparition de l’action anti-cndotoxique 
de la cortisone (tableau V). 

Des souris normales ont été vaccinées avec des doses diffé- 
rentes de germes en phase [ ou IV. A des dates variables, on 
titre le pouvoir agglutinant de leur sérum et lon éprouve Jeur 
résistance 4 2 mg d’histamine. 

‘Les résultats du tableau IV montrent que Jlinjection d’un 
nombre trés élevé de germes en phase IV ne vaccine pas et ne 
rend pas les souris plus sensibles a histamine. Cependant, 11 
n’existe pas de hen étroit entre le taux des anticorps et la 
sensibilisation au poison. En effet, méme avec 60 milliards de 
germes en phase I, il faut attendre plus de huit jours pour déceler 
des anticorps, alors qu’a cette date, les animaux sont trés sen- 
sibles 4 histamine, tandis qu’au dix-huiliéme jour, la résistance 
tend a redevenir normale 4 un moment ow le pouvoir agglutinant 
du sérum est le plus élevé. 

D’autre part, avec 10 milliards de germes en phase I (dont le 
pouvoir vaccinant est extrémement faible) la résistance des souris 
est diminuée. 

L’expérience qui suit montre que la disparition de l’action anti- 
endotoxique de la cortisone ne s’observe que chez les souris 
immunisées a l’aide de 60 milliards de germes en phase I. 

Dans cette expérience, toutes les souris vaccinées ont été surré- 
nalectomisées en méme temps que des témoins non vaccinés, deux 
jours avant l’injection de 0,05 mg d’endotoxine. Toutes les souris, 
a l’exception de certains témoins non vaccinés, ont regu 2 mg 
de cortisone deux heures avant le poison bactérien. 

Les résultats qui figurent sur le tableau V établissent que 2 mg 
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de corlisone protégent trés efficacement des souris surrénalecto- 
misées, qu’elles soient neuves ou vaccinées a l’aide de 5 ou de 
10 milliards de germes en phase I, ou de 60 milliards de germes 
en phase IV. Au contraire, cette méme dose d’hormone ne pro- 
lége aucune souris lorsque l’immunisation est faite a l'aide de 
60 milliards de germes en phase I. 

Le phénoméne semble donc étroitement lié au pouvoir vaccinant 
de H. pertussis. Il faut noter cependant qu’il ne se manifeste 
dans toute son ampleur qu’a partir du huitiéme jour, c’est-a-dire 
avant que le pouvoir agglutinant du sérum soit décelable. On 
peut done se demander s’il n’est pas conditionné par la formation 
des anticorps plutét que par leur présence dans l’organisme. 

Des expériences d’immunisation passive permettent de vérifier 
laquelle des deux hypothéses est a rejeter. 


3° LA DISPARITION DE L’ ACTION ANTITOXIQUE DE LA CORTISONE, 
AINSI QUE LA SENSIBILISATION A L’ HISTAMINE, SONT DES PHENOMENES 
INDEPENDANTS DE LA PRESENCE DES ANTICORPS DANS LE SANG. 


a) Immunisation passive a l'aide d’un sérum anti-coquelucheur. 

Dans les expériences qui suivent, des souris normales ont recu 
1 cm*® de globulines anti-coquelucheuses par voile sous-cutanée. 
Bien que le pouvoir agglutinant de leur sérum soit trés élevé, 
elles temoignent d’une résistance normale a |’égard de Vhistamine 
qui leur est injectée vingt-quatre heures plus tard. 


TaBLeau VI, 


Taux ; Survie aprés 
d'agglutination injection d'histamine 
10 mg 2 mg 

Témoins normaux (0) 2/2 1/7 
Vaccinés avec 60 milliards 
depuis 8 jours fe) - 0/4 
Immunisés avec . 
1 cc de globulines 1/6400 4/4 1/7 


Tasieau VII. 


Traitement Survie en 

24 heures 
Témoins Endotoxine seulement 0/5 
Cortisone + Endotoxine 6/6 
Globulines Endctoxine seulement 0/6 


Cortisone + Endotoxine dt /a2 
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Pareillement, l’action anti-endotoxine de la cortisone se main- 
tient chez des souris qui ont recu 1 cm* de globulines la veille 
(tableau VII). Dans l’expérience qui suit, toutes les souris ont 
été surrénalectomisées deux jours avant de recevoir le sérum anlti- 
coquelucheux. Le lendemain, elles recoivent 0,05 mg d’endotoxine. 
Certaines d’entre elles sont traitées a la cortisone (2 mg), deux 
heures auparavant. 

L’action de la cortisone est d’autant plus évidente que le sérum 
injecté la veille avait choqué certains des animaux. 

‘Les faits montrent qu’un taux trés élevé d’anticorps, a condi- 
tion qu’il soit fourni a la souris, ne la sensibilise pas a l’histamine 
et ne s’oppose pas a l’action anti-endotoxique de la cortisone. 

Il semble done que ces phénoménes ne soient pas hés a la 
présence des anticorps, mais a leur élaboration. L’expérience qui 
suit montre cependant que cette élaboration doit étre brutale. 

b) Vaccination a Vaide de 10 milliards de germes injectés en 
quatre fois. 

On peut obtenir un taux trés élevé d’anticorps en injectant 
10 milliards de germes en quatre fois (2,5 milliards tous les deux 
jours). Dans ces conditions, la cortisone conserve tout son pouvoir 
anti-endotoxique, comme le montre l’expérience suivante : 

Des souris neuves et des souris vaccinées, surrénalectomisées 
depuis deux jours, recoivent 0,05 mg d’endotoxine. Certaines 
d’entre elles sont traitées avec 2 mg de cortisone deux heures 
avant de recevoir le poison bactérien. 


Dix milliards de germes, injectés en quatre fois, bien qu’ils 


TasLeau VIil. 


Taux Survie en 

d'agglutination 24 heures 
Non-vaccinés témoins 0 0/6 
Non-vaccinés traités 0) 5/6 
Vaccinés depuis 15 jours et traités 1/1280 12/13 
Vaccinés depuis 20 jours et traités 1/6400 8/9 


produisent des taux d’anticorps dix et méme vingt fois plus 
élevés, ne s’opposent pas a l’action anti-endotoxique de la .corti- 
sone, comme le fait une seule injection de 60 milliards de germes. 


L’action antitoxique de la cortisone n’est,donc pas supprimée 
par la présence d’anticorps anti-coquelucheux, méme a des taux 
tres élevés. Seule, la vaccination active s’oppose a l’action protec- 
trice de hormone, a condition, toutefois, qu’elle se fasse bruta- 
lement avec une dose trés considérable d’antigénes bactériens. 
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4° LA CORTISONE CONSERVE SON POUVOIR ANTIHISTAMINIQUE CHEZ 
LA SOURIS VACCINEE. 


Il nous parait utile d’indiquer en terminant que l’hormone 
surrénalienne est antihistaminique chez l’animal vacciné, comme 
l’a vu Kind [46], et qu’elle ne s’oppose pas a |’immunisation 
par H. pertussvs. 

Des souris sont vaccinées avec des germes en phase I (soit 
10 milliards en quatre injections, soit 60 milliards en une fois). 
Dix jours aprés la derniére injection, elles sont réparties en deux 


TABLEAU IX. 


Survie aprés 
l'histamine 


(2 mg) 
Vaccinés ( 60 milliards ) témoins 0/10 
Vaccinés ( 60 milliards ) traités 5/10 
Vaccinés ( 10 milliards ) témoins 4/10 
Vaccinés ( 10 milliards ) traités 10/10 


groupes. Celles du premier lot servent de témoins et recoivent 
uniquement 2 mg d’histamine par voie intrapéritonéale. Les 
autres, qui sont traitées, recoivent 2 mg de cortisone la veille 
et 2 mg deux heures avant lhistamine. 

Ainsi la cortisone, qui perd son action glycogénique et anti- 
endotoxique durant immunisation par H. pertussis, conserve son 
pouvoir antihistaminique. 

De plus, cette hormone ne s’oppose pas a la formation des 
anticorps, comme on peut s’en rendre compte cn comparant des 
souris témoins vaccinées en quatre fois avec des souris qui ont 
recu 1 mg de cortisone a chaque injection des 2,5 milliards de 
germes. Les taux d’agglutination mesurés dans les jours qui 
suivent la vaccination sont résumés dans le tableau X. 


TABLEAU X. 


Nombre de jours aprés Taux d'agglutination 
le premiére injection fémoins Traités 
4° jour 0 ce) 
10° jour 1/160 1/80 
12° jour 1/400 1/400 
16° jour 1/200 1/400 
18° jour 1/400 1/800 


Ces résultats montrent que la cortisone demeure antihistami- 
nique chez la souris vaccinée sans toutefois, dans les conditions 
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de notre expérience, diminuer le pouvoir agglutinant du sérum. 
Il semble done qu’il n’y ait pas d’inconvénient A injecter de trés 
fortes doses de cortisone au cours d’une vaccination pour mettre 
le sujet 4 V’abri de certains accidents. 


Discussion. 


1° La vaccination anti-coquelucheuse sensibilise la souris a l’his- 
tamine et aux endotoxines, sans toutefois diminuer l’activité 
surrénalienne. Un travail récent souligne la différence qui existe 
entre |’animal surrénalectomisé et l’animal immunisé par le bacille 
de Bordet-Gengou a l’égard de l’intoxication histaminique [24]. 

2° Chez la souris vaccinée avec 60 milliards de germes en 
phase J, on observe une disparition de |’action anti-endotoxique 
de la cortisone, de méme que la sensibilisation a l’histamine. Ces 
deux phénoménes, qui sont indépendants du pouvoir agglutinant 
du sérum, sont différents. 

C’est ainsi qu’une vingtaine de jours aprés l’immunisation, !a 
sensibilité 4 l’histamine tend 4 redevenir normale, tandis que la 
cortisone demeure inactive a l’égard du poison bactérien. On 
peut aussi dissocier ces deux effets en inoculant de faibles doses 
de germes (5 ou 10 milliards). Enfin et surtout, l’action antihista- 
minique de Vhormone est conservée chez la souris vaccinée au 
moyen de 60 milliards de germes (phase I), alors que son pouvoir 
anti-endotoxique disparait. 

Toutes ces différences ne résultent peut-étre que d’une diffé- 
rence de degré. L’endotoxine qui conserve ses proprictés Iétales 
pendant plusieurs heures (comme nous avons pu le mettre en 
évidence par des expériences de parabiose [25]) constitue une 
agression plus sévére que l’histamine, laquelle est rapidement 
détruite par l’organisme. 

3° La résistance aux endotoxines s’établit grace 4 un méca- 
nisme non spécifique qu’on peut exalter par des injections préa- 
lables de ce méme poison a faible dose. Cette augmentation de 
Ja tolérance n’est pas un phénoméne d’immunisation puisqu’elle 
s’établit aprés un temps trés court (quelques heures) et que, par 
exemple, l’antigéne glucido-lipidique extrait d’un colibacille peut 
protéger contre celui d’un germe typhique. Cette stimulation de 
la résistance (2) ne se produit pas aprés des injections de colo- 
rants qui bloqueraient le systéme réticulo-endothélial [28, 29, 30]. 

Il est maintenant bien établi que ce phénoméne non spécifique 
(la résistance aux endotoxines) est conditionné par la surrénale 


(2) Signalons qu’il vient d’étre démontré qu’une injection d’endo- 
toxine détermine un accroissement du taux sanguin de properdine, 
substance liée A l’immunité naturelle [26, 27]. 
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et certaines de ses hormones [34], alors que la vaccination anti- 
coquelucheuse, qui est un phénoméne spécifique, s’accomplit par- 
faitement chez la souris surrénalectomisée. 

Cependant, la cortisone, tout en étant anti-infectieuse en injec- 
tion unique, perd de son efficacité chez l’animal qui a déja recu 
des doses répétées de cette méme hormone. Bien que l’animal 
ainsi traité devienne plus sensible a certains germes et aux endo- 
toxines, 11 demeure néanmoins trés différent du surrénalectomisé, 
puisque ce dernier réagit a la cortisone. 

Des faits de cet ordre nous ont amenés 4 formuler ailleurs une 
hypothése, selon laquelle les corticoides n’agiraient pas directe- 
ment, mais par l’intermédiaire du relais périphérique, véritable 
« réservoir antitoxique », qui serait en quelque sorte épuisé par 
un traitement prolongé [6, 34]. 

Or, le pouvoir anti-endotoxique de la cortisone, tout en se 
maintenant chez l’animal immunisé par le sérum, disparait aussi 
au cours de la vaccination anti-coquelucheuse comme si, dans ce 
dernier cas, le relais n’était plus utilisable. Puisque l’action de 
Vhormone ne peut s’exercer chez lanimal vacciné, ni chez 
animal qui a subi un traitement prolongé a la cortisone, on peut 
se demander si les substances servant a |’élaboration des anti- 
corps anti-coquelucheux ne servent pas aussi a l’action détoxi- 
fiante de l’hormone. En d’autres termes, existe-t-il un substrat 
commun a l’immunité acquise et 4 l’immunité naturelle, a la 
résistance spécifique et non spécifique ? 

Il n’est pas inutile de rappeler qu’avec les hormones surréna- 
liennes est apparue, pour la premiére fois, une médication anti- 
infectieuse agissant sur le « terrain ». 

L’animal immunisé par H. pertussis semble étre un matériel de 
choix pour rechercher le principe par lequel agit la cortisone et, 
éventuellement, pour débarrasser cette thérapeutique hormonale 
des inconvénients qui limitent son emploi. 


CoNCLUSION. 


1° L’immunisation par H. pertussis (60 milliards de germes en 
phase I) augmente la sensibilité du rat et de la souris 4 Vhista- 
mine el aux endotoxines. De plus, au cours de cette vaccination, 
action glycogénique de la cortisone est diminuée, tandis que 
son action anti-endotoxique est supprimée. 

2° Tous ces effets ne s’observent plus si l’on injecte un nombre 
moins élevé de germes en phase I, ou si l’on injecte 60 milliards 
de germes en phase IV, lesquels n’ont pas le pouvoir de vacciner 
Vanimal. 

3° La disparition de l’action anti-endotoxique de la cortisone 
ne se produit pas, cependant, aprés des injections répétées d’anti- 
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géne bactérien a faible dose (2,5 milliards de germes, quatre fois), 
ou méme aprés immunisation passive (sérum anti-coquelucheux), 
bien que dans ces deux derniers cas le pouvoir agglutinant du 
sérum soit extrémement élevé. Cette inactivation hormonale n’est 
donc pas li¢e a la présence des anticorps dans le sang. 

4° Tout en perdant ses effets glycogénique et anti-endotoxique, 
la cortisone conserve son pouvoir antihistaminique. 

5° Dans la discussion, nous rappelons différents arguments qui 
font penser que l’action antiloxique de l’hormone doit se faire 
par l’intermédiaire d’un relais. Tout se passe comme si la résis- 
tance aux endotoxines (phénoméne non spécifique, sous la dépen- 
dance de Ja surrénale) et l’immunisation par H. pertussis (phéno- 
méne spécifique indépendant de la surrénale) se trouvaient a un 
carrefour commun. 


SUMMARY. 


1° Immunisation by H. pertussis (60 billions germs in phase I) 
increases sensitivity to histamine and endotoxins in rats and 
mice. Furthermore, during this vaccination, the glycogenic 
action of cortisone is diminished and its anti-endotoxic action is 
suppressed. 

2° These effects are no longer observed if a smaller number 
of germs in phase I or if 60 billions of germs in phase [V 
(which are unable to vaccinate) are inoculated. 

3° However, the disappearance of the anti-endotoxic action of 
cortisone does not take place after repeated injections of small 
doses of the bacterial antigen (4 times 2,5 billions micro-orga- 
nisms), or after a passive immunisation (anti-pertussis serum), 
although in these cases the agglutinating power of the serum 's 
extremely high. In consequence, this hormonal inactivation does 
not depend on the presence of antibodies in the serum. 

4° Although cortisone loses its glycogenic and anti-endotoxic 
power, it preserves ils anti-histaminic capacity. 
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Présidence de M. Dusarric DE LA RIVIERE. 


QUELQUES REMARQUES SUR LE CORD FACTOR 
DES SOUCHES AVIRULENTES 


DU BACILLE TUBERCULEUX 


par M™ M. AITOFF. 


(Laboratoires Debat) 


Dans une récente communication [41], j’ai attiré l’attention sur 
Vabsence d’action bactéricide ou méme bactériostatique sur le bacille 
de Koch, de la chlorophylle et d’autres substances 4 noyau porphy- 
rinique, substances qui peuvent étre au contraire considérées comme 
facteurs de croissance pour ce bacille. J’ai souligné de plus le pouvoir 
trés curieux de ces substances de favoriser la formation de cordes en 
milieu Dubos chez des souches qui depuis plusieurs générations 
Vavaient perdu. 

On sait que Dubos avait fait observer que la faculté de corder des 
souches tuberculeuses était le plus souvent liée 4 leur virulence et 
s’observait dans des souches fraichement isolées de malades ; elle faisait 
défaut aux souches avirulentes. 

Cette faculté de corder a été attribuée 4 une substance connue sous 
le nom de « cord factor », substance qui a suscité un grand nombre 
de travaux, tant chimiques que biologiques, sans que les auteurs soient 
arrivés & l’isoler, ni surtout A définir d’une maniére certaine son rdéle 
dans la virulence des souches tuberculeuses. Néanmoins certains auteurs, 
comme Zerbiani [2], recherchent le « cord factor » pour la détermi- 
nation de la virulence des bacilles de Koch. 

Au cours de mes expériences, j’ai eu affaire 4 de nombreuses souches 
qui ne cordaient plus, quoique provenant de produits pathologiques 
humains. Au lieu de vérifier leur virulence sur le cobaye, j’ai abordé 
le probléme par l’extrémité opposée, c’est-a-dire, j’ai voulu m’assurer 
qu’une souche classiquement et irréversiblement avirulente, comme le 
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H37Ra, n’arriverait pas a corder en milieu de Dubos en présence de 
quelques produits & noyau porphyrinique : différentes chlorophylles, 
protoporphyrine, chlorophylle cobalt, hémine, etc. Aprés beaucoup de 
tAtonnements quant & la dose des produits ajoutés au milieu de Dubos 
et au temps de culture, j’arrivai, aprés un laps de temps variable et 
quelquefois assez long (jusqu’d soixante-trois jours), & obtenir de trés 
belles cordes (fig. 1). 

Aprés ce premier résultat, qui me parut encourageant, je fis pousser 
le bacille de la fléole, bacille tres éloigné du bacille de Koch, en milieu 


Fic. 1. — Souche H37Ra avec 50 wg de protoporphyrine 
apres soixante-trois jours de culture. 


de Dubos avec 10 ug de protoporphyrine au centimétre cube. Le 
résultat cette fois ne se fit pas attendre, et trois jours aprés, j’obtins 
des préparations cordées de fléole (fig. 2). 

J’examinai aussi les témoins H37Ra en milieu de Dubos pur sans 
aucune substance porphyrinique. Quelques-uns de ces témoins, surtout 
ceux qui avaient cultivé pendant une longue période de deux mois et 
plus, présentaient des cordes typiques (fig. 3). Cette préparation est 
le témoin de la figure 1. Les cordes sont aussi belles que celles 
obtenues avec 50 pg de protoporphyrine. 

Pour vérifier sur ]’animal la virulence comparative des souches H37Ra 
en Dubos avec et sans chlorophylle, deux groupes de souris ont été 
inoculés dans le péritoine. 

Le groupe A avec 0,5 cm’ de culture constamment repiquée en Dubos 
diluée de moitié avec de l’eau physiologique. 

Le groupe B avec 0,5 cm® d’une culture repiquée cing fois dans du 
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Dubos avec 50 wg de chlorophylle anglaise, également diluée de moitié 
avec de l’eau physiologique. 

Une ponction intrapéritonéale était faite toutes les quarante-huit 
heures. 

Dans les deux groupes, on assistait au méme tableau : apparition 
d une leucocytose intense, suivie de phagocytose, avec un nombre de 
bacilles libres qui diminuait rapidement. 

La plupart des bacilles étaient phagocytés ; on les voyail encore au 


Fic. 2. — Fléole aprés trois jours de culture en Dubos 
avec 10 pg de protoporphyrine. 


début se colorer par le Zieh] a l’intérieur des leucocytes, puis dispa- 
raitre complétement entre le quatorziéme et le vingti¢me jour, en 
laissant de grosses vacuoles a l’intérieur des leucocytes. 

Aucune des 12 souris des deux groupes n’a présenté le phénoméne 
inverse, c’est-a-dire qu’il n’y a jamais eu de multiplication de bacilles 
libres dans le péritoine. Les deux souches n’ont été virulentes ni l’une, 
ni l’autre. 

Tout derniérement, j’ai trouvé quelques indications sur le sujet qui 
mintéresse dans la littérature moderne. 

Sven Nissen Meyer [3], dans une étude sur les avantages que pourrait 
présenter la vaccination par le H37Ra au lieu du BCG, constate que 
celui-ci forme souvent des cordes, ce qui, A son avis, peut signifier un 
retour a la virulence, tandis que le H37Ra n’en donne pas. II] admet 
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pourtant qu’exceptionnellement certaines variantes de cette souche 
arrivent 2 en former dans des milieux spéciaux, dont il ne donne pas 
la formule. 

On trouve davantage de précisions dans le travail de d’Arcy Hart [4], 
qui constate lui aussi des changements morphologiques de souches avi- 
rulentes du bacille de Koch sous |’influence d’agents tensio-actifs non 
ioniques. Ses expériences ont été faites avec un milieu de culture, 
contenant du Triton 20 (chlorure de cétyl-diméthyl-ammonium) 4 


Fic. 3. — Souche H37Ra. Témoin en Dubos sans protoporphyrine. 


0,001 p. 100. Aprés le deuxiéme ou le troisiéme repiquage, la souche 
H37Ra commengait a corder, sans que pour cela sa virulence s’en fit 
accrue. Quelquefois, dans les repiquages suivants, la formation de cordes 
disparaissait. 

Dans mes expériences, les bacilles avirulents ont été cultivés en 
milieu de-Dubos, contenant comme agent tensio-actif le Tween 80 a la 
dose de 0,02 p. 100. 

En conclusion, je voudrais attirer l’attention sur deux points : 

1° La faculté de corder, le « cord factor » des bacilles tuberculeux 
et paratuberculeux, n’est pas nécessairement liée a la virulence du 
microbe, mais plutét 4 la nature du milieu dans lequel il se développe. 

2° Cette faculté elle-méme n’est pas stable aussi bien pour les bacilles 
virulents qu’avirulents et disparait aprés quelques repiquages, pour 
reparaitre quelquefois aprés un laps de temps plus ou moins long. 
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Je liens a remercier M. Manigault, chef du Service de Photographie 
a l'Institut Pasteur, qui a réalisé les photographies de cette note. 
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EFFET INHIBITEUR DES CONCENTRATIONS ELEVEES 
DE CERTAINS CATIONS 
SUR LA FIXATION D'UN BACTERIOPHAGE 


par J. BEUMER, M.-P. BEUMER-JOCHMANS et J. DIRKX. 


(Institut Pasteur de Bruczelles) 


On sait qu’en bouillon nutritif le phage H-SHPB (Ca), isolé du bacille 
lysogéne Lisbonne, ne se fixe sur la souche SHPB que si l’on ajoute 
au milieu des quantités relativement élevées de Ca++ (0,003 M a 
0,01 M) [4]. Dans le but de préciser si le Ca++ est spécifiquement 
nécessaire a la fixation du phage H-SHPB (Ca) sur la souche SHPB ou 
si, au contraire, comme Jes travaux de Puck et de ses collaborateurs [2] 
permettent de le penser, de nombreux cations sont susceptibles de 
réaliser les conditions électrostatiques nécessaires a la fixation du phage 
sur la hactérie sensible, nous avons étudié cette fixation dans des solu- 
tions de maléate de divers cations, |l’anion maléate ayant été choisi 
pour son effet tampon et sa faible toxicité. Les résultats de ces recher- 
ches, qui seront publiés ultérieurement, nous ont conduits a reprendre 
l’étude de la fixation en bouillon nutritif et & Venvisager sous un 
angle nouveau. 

Nous avons constaté, en effet, que le phage H-SHPB (Ca) se fixe sur 
la souche SHPB dans des solutions de maléate de plusieurs cations 
mono- et bivalents, 4 des concentrations différentes et en proportions 
variables selon le cation considéré : le Ca++ ne joue donc pas dans 
la fixation un réle spéficique. Par ailleurs, il est apparu, au cours de 
ces expériences, conformément aux travaux de Puck et de ses colla- 
borateurs [2], qu’un excés de certains ions, et notamment d’ions Na+, 
géne la fixation. C’est ainsi que le phage H-SHPB (Ca) se fixe dans Ja 
proportion de 30 & 40 p. 100 sur SHPB dans les solutions de maléate 
contenant de 0,02 4 0,04 M Na+, mais non dans celles qui contiennent 
0,06 M Na+ et davantage. Bien plus, la présence d’un excés d’ions Na+ 
géne l’action favorable de certains cations bivalents sur la fixation : 
alors qu’en présence de 0,04 M Na+, le MgCl, 0,002 M ne favorise pas 
nettement la fixation, la méme concentration de Mg++ permet la 
fixation de 100 p. 100 du phage dans une solution dix fois moins 
concentrée de maléate de Na. 
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Dans la préparation de notre bouillon nutritif, nous ajoutons au 
jus de viande 5 g de NaCl par litre, soit 0,086 M Na+. Les mesures 
de conductivité permettent d’évaluer 4 0,175 M la concentration ionique 
du bouillon exprimée en Na+. Si l’on tient compte du fait que l’on 
introduit dans le bouillon lors de sa préparation 0,086 M Na+ et 
que la concentration ionique de 0,175M mesurée par conductivité 
n’exprime pas seulement la teneur en ions Na+, mais aussi en d’autres 
ions provenant de la viande et de la peptone, on peut considérer 
que notre bouillon nutritif contient plus de 0,086M et moins de 
de 0,175M Na+. Or, déja dans les solutions de maléate contenant 
0,06 M Na+, la fixation de H-SHPB(Ca) ne s’effectue plus. Il semble 
donc que notre bouillon nutritif ne convienne pas a cette fixation, par 
excés d’ions, et notamment d’ions Na+. Si l’on prépare le bouillon 
sans y ajouter de NaCl, les mesures de conductivité assignent 4 ce 
bouillon non salé une concentration ionique de 0,08 M, exprimée en 
Na+. Cette derniére est encore trop élevée pour permettre la fixation 
du phage H-SHPB (Ca) sur SHPB, puisque l’expérience montre qu’elle 
ne seffectue pas en bouillon non salé. 

Si lon abaisse la concentration ionique du bouilon ‘nutritif en le 
diluant 4 1/5 en eau distillée, le phage H-SHPB (Ca) s’y fixe trés aisé- 
ment sur SHPB. Il suffit de diluer le bouillon non salé 4 1/2,5 pour 
obtenir le méme résultat. C’est ce que montre bien le tableau I: la 


TasLeau I. 
Dilution ’ Bouillon Bouillon non salé 
i du i Concentration.; Fixation i Concentration Fixation 
I" owtaiet, | dontgue espinal S\btgeerastin ep acoeam 
Non ailué | 0,175 & 0,8 0,08 M is 
1/2,5 i 0,07 8 0,032 100 
1/5 0,035 100 | 0,016 100 
1/10 0,0175 100 0,008 j 25 
1/20 | 0,00875 f= (16 | 0,004 i 7,3 


fixation du phage est optimale lorsque la concentration ionique du 
milieu est amenée par dilution & une valeur comprise entre 0,016 et 
0,032 M. Dans le bouillon non salé dilué A 1/10 et dans le bouillon 
dilué 4 1/20, la fixation du phage est fortement déprimée, par insuf- 
fisance d’ions cette fois. 

Enfin, si Yon ajoute 0,07 M NaCl 4 du bouillon nutritif dilué a 1/5, 
on empéche le phage H-SHPB (Ca) de se fixer sur SHPB dans ce milieu, 
dont on a porté ainsi la concentration ionique a 0,105 M Na+. 

C’est donc bien l’excés de certains cations qui empéche la fixation 
du phage dans le bouillon non dilué et c’est l’action inhibitrice de cet 
exces d’ions que l’on supprime en diluant le milieu. L’ion Na+, 
particuliérement abondant dans le bouillon nutritif, joue strement 
un role important dans l’inhibition de la fixation du phage, mais les 
observations faites dans les solutions de maléate nous permettent de 
supposer que d’autres ions monovalents exercent la méme _ action 
inhibitrice lorsqu’ils sont en excés. 
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L’addition de CaCl, au bouillon nutritif permet de surmonter l’inhi- 
bition exercée sur la fixation du phage par l’excés des ions Na+. La 
quantité de CaCl, 4 ajouter au bouillon est d’autant plus grande que 
la concentration ionique du milieu est plus élevée ; alors qu’il suffit 
d’ajouter 0,002 M Ca++ au bouillon non salé pour obtenir 100 p. 100 
de fixation du phage, il faut ajouter 0,01 M Ca++ au bouillon nutritif 
pour obtenir le méme taux de fixation. 

Ainsi que nous l’avons signalé antérieurement [4], la fixation du 
phage H-SHPB (Ca) sur la souche F6 s’effectue en bouillon nutritif 
sans addition de Ca++. Lorsqu’on dilue ce bouillon en eau distillée, 
le taux de fixation du phage sur cette souche F 6S (ainsi désignée 
pour la distinguer de la variété F6R dont il est question plus loin) 
diminue a mesure que la concentration ionique s’abaisse. La fixation 
du phage H-SHPB(Ca) sur F 68 exige donc plus d’ions Na+ (ou 
monovalents) que la fixation sur SHPB et n’est pas génée par des 
concentrations ioniques élevées. La variété R, isolée de la souche F 6, 
par contre, se comporte comme la souche SHPB, car elle ne fixe le 
phage que dans une zone relativement étroite de concentrations 
_ioniques: la fixation du phage est nulle en bouillon non dilué et 
optimale dans le bouillon dilué 4 1/5. Enfin, une derniére souche 
sensible, la souche Y6R, fixe le phage H-SHPB(Ca) dans une zone 
étendue de concentrations ioniques : la fixation, optimale en bouillon 
dilué 4 1/2,5, 1/5 et 1/10, demeure élevée aussi bien en bouillon non 
dilué qu’en bouillon dilué 4 1/20 (tableau II). 


TABLEAU II. 


Dilution Fixation p. 100 sur 


du i 
Bouillon -(t SHER or sY6 Ro FG R 21 F625 
Non dilué i 1 i 0 Patt 94 
1/2,5 8 100 15,5 74 
1/5 $100 alee) 18 1 nG 50 
1/10 ites Te 4100 | Tae 9 
1/20 Ne ee MO ced ee ee 1,5 


Ces résultats confirment la notion, mise en évidence précédem- 
ment [4], selon laquelle les conditions ioniques nécessaires a la fixa- 
tion d’un phage varient selon l’héte sensible considéré. La fixation du 
phage sur la bactérie réceptive dépendant de la configuration des sur- 
faces en présence, notamment de la géométrie de distribution des 
charges électrostatiques [3], on peut concevoir que chez des bactéries, 
dont les densités électrostatiques superficielles sont différentes, les 
conditions ioniques favorables a la fixation d’un phage déterminé 
soient, elles aussi,différentes. Dans des recherches poursuivies actuel- 
lement, nous nous efforcons de déterminer s’il existe une relation 
entre les charges électriques des bactéries sensibles et les conditions 
ioniques exigées pour la fixation du phage H-SHPB (Ca). 

Dans le travail déja cité [4], nous avons signalé qu’une faible pro- 
portion seulement du phage H-SHPB (Ca), fixé par la souche F658 
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en bouillon sans addition de Ca++, échappe a l’action neutralisante 
du sérum antiphage, le reste du phage fixé étant apparemment neu- 
tralisé par le sérum. Le phage fixé sur F6S en bouillon + Ca++, 
par contre, n’est plus neutralisable par le sérum antiphage ; il en est 
de méme du phage fixé sur la souche SHPB en bouillon + Ca++. 
On ne peut toutefois pas en conclure que d’une maniére générale le 
phage H-SHPB (Ca), fixé en l’absence d’addition de Ca++, demeure 
neutralisable par le sérum antiphage, car le phage fixé sur SHPB, 
F6R ou Y6R en bouillon dilué au 1/5, sans addition de Ca++, 
nest plus neutralisé par le sérum antiphage. La neutralisation de la 
plus grande partie du phage H-SHPB({Ca) fixé sur F6S en bouillon 
sans addition de Ca++, apparait donc comme un caractére parti- 
culier de cette souche, di peut-étre A la présence d’un antigéne carac- 
téristique de la forme S, puisque les trois autres souches étudiées, 
qui ne présentent pas ce phénoméne, appartiennent a la variété R. 

Conclusions : 1° L’absence de fixation du phage H-SHPB (Ca) sur cer- 
taines souches sensibles en bouillon nutritif peut étre attribuée 4 la 
présence en excés dans ce milieu de cations, tels que l’ion Na+. L’abais- 


sement de la concentration ionique du bouillon par dilution permet | 


la fixation du phage. 

2° Le calcium supprime l’effet inhibiteur qu’exerce sur la fixation 
du phage la concentration ionique excessive du bouillon. 

3° Les diversese souches étudiées fixent le phage H-SHPB (Ca) a des 
concentrations ioniques différentes selon les souches. 

4° Le phage fixé sur la souche F 6S en bouillon sans addition de 
Ca++ reste neutralisable par le sérum antiphage, tandis que le méme 
phage fixé sur cette souche en bouillon + Ca + + échappe a l’action 
neutralisante du sérum. Dans le cas (les autres souches étudiées, cette 
différence de comportement ne se manifeste pas: le phage fixé avec 
ou sans Ca++ n’est plus neutralisé par le sérum antiphage. 
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UN NOUVEAU SEROTYPE DE SALMONELLA: 
S.kaolack (47 : z — 1,6). 


par Le MINOR, H. DARRASSE et R. NAZAUD, 


(Instituts Pasteur de Paris et Dakar) 


Cette souche a été isolée 4 l'Institut Pasteur de Dakar, de divers 
prélévements effectués chez un enfant libanais de deux mois et demi, 
venant d’un petit village de l’intérieur du Sénégal, situé pres de 
Kaolack. 
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Depuis le 31 décembre 1955, cet enfant présentait un état infectieux 
d’allure grave, avec fiévre A 39-40°, signes méningés (raideur légére 
de la nuque, plafonnement oculaire, crises de cyanose). Traitement 
par chloramphénicol et tétracycline (aa 0,30 g par vingt-quatre heures). 
Les signes nerveux s’amendent, mais la température en plateau _per- 
siste. L’enfant est évacué sur Dakar le 7 janvier 1956. 

Le tableau est celui d’un état infectieux sévére ; cependant l’enfant 
téte bien, vomit peu, n’a pas de diarrhée ni de splénomégalie ; la 
fontanelle est plate, la nuque molle. Le tympan droit douteux subit 
une paracentése blanche. La ponction lombaire (8 janvier) retire un 
liquide céphalo-rachidien purulent contenant de nombreux  bacilles 
Gram négatifs, visibles A l’examen direct. Une hémoculture pratiquée 
le méme jour donnera dés le 11 janvier un bacille identique A celui 
du liquide céphalo-rachidien et présentant les caractéres d’une Salmo- 
nella. Le 11 janvier, on retire de la sérosité auriculaire droite le méme 
bacille Gram négatif associé & un staphylocoque doré. 

Cet état septicémique a localisation méningée et otitique est traité 
par 0,75 g de chloramphénicol et 0,50 g de streptomycine par jour et 
a trois reprises une injection intrarachidienne de 0,010 g de strepto- 
mycine. 

Néanmoins, la température se maintient autour de 39° et les ponc- 
tions lombaires effectuées les 10, 12 et 14 janvier permettent de 
retrouver le méme germe dans le liquide céphalo-rachidien. 

Le 16 janvier, un séro-diagnostic donne les résultats suivants: S. 
typhi, S. paratyphi A, B, C (O et H), S. typhi murium et S. enteri- 
tidis (H) : négatifs. Proteus X-19 : négatif. Souche homologue suspen- 
sion O : négatif ; suspension H : 1/40. Un autre séro-diagnostic effectué 
chez une jeune domestique qui s’occupaitl de l’enfant : suspension O : 
1/20 ; suspension H: 1/40. Les coprocultures chez l’enfant et chez la 
jeune domestique sont restées négatives. 

A partir du 16 janvier on remplace la streptomycine par 0,25 g quo- 
tidiens de terramycine associée au chloramphénicol et 4 la perfusion 
intraveineuse tous les deux jours de 0,10 g d’auréomycine : l’apyrexie 
est obtenue le 21 janvier, mais les 20 et 23 janvier, deux ponctions lom- 
baires permettent encore de retrouver 4 la culture, le méme germe, 
alors que le chiffre des éléments est tombé 4 170 au millimétre cube. 
Une antrotomie droite est alors pratiquée le 27 janvier, supprimant 
le foyer résiduel : le liquide céphalo-rachidien ultérieurement contrdlé 
4 trois reprises et le liquide ventriculaire prélevé le 5 février resteront 
définitivement stériles. 

Le 21 mars, l’enfant quitte l’hdpital guéri sans séquelles de cette 
salmonellose relativement peu toxigéne cliniquement, sirement peu 
cloisonnante dans les espaces méningés, mais remarquable par sa par- 
ticuliére résistance aux traitements, puisque le méme germe a pu ¢tre 
isolé A huit reprises consécutives chez le malade malgré une antibio- 
thérapie importante (A noter que l’antibiogramme de cette salmonelle 
montrait, in vitro, la sensibilité habituelle 4 la streptomycine et au 
chloramphénicol). 

Un séro-diagnostic, pratiqué le 19 mars, a donné les résultats sui- 
vant vis-a-vis de la souche du malade : 

Suspension O: 1/800. 
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Suspension H phase 1: 1/800-1/1 600 +. 

Suspension H phase 2: 1/100. 

Les Salmonella isolées des divers prélévements (sang, pus d’otite et 
six fois liquide céphalo-rachidien) étaient identiques. 


PROPRIETES BIOCHIMIQUES. — Le germe ne posséde pas d’uréase, ne 
produit pas d’indol, ne liquéfie pas la gélatine et ne cultive pas sur 
milieu au CNK. 

Les milieux contenant les oses ou alcools suivants sont acidifiés en 
vingt-quatre heures : xylose, arabinose, rhamnose, glucose (gaz), man- 
nitol, sorbitol, dulcitol, maltose, tréhalose. L’adonitol, le sorbose, le 
lactose, le saccharose, l’inositol et la salicine ne sont pas fermentés. 
Le milieu au glycérol de Stern vire au lilas en deux jours, le D-tartrate 
est fermenté en un jour. Cette Salmonella cultive en un jour sur 
milieu de Simmons au citrate. Elle produit de l’hydrogéne sulfuré, 
donne une réaction du rouge de méthyle positive et de Voges-Proskauer 
négative. 


STRUCTURE ANTIGENIQUE. — Sur lame cette souche n’est agglutinée 
par aucun des sérums anti-O que nous avions a notre disposition au 
moment de l’examen, c’est-a-dire ceux correspondant au tableau de 
Kauffmann-White jusqu’é O: (9) 46. Nous n’avions pas encore le 
sérum anti-O : 47 (S. bergen). 

Nous avons pu, lors des premiéres recherches, mettre en évidence 
uniquement une agglutination dans les sérums anti-1,6 et 6. La 
culture sur gélose de Gard additionnée de sérum anti-1,6 nous 
a montré que la phase 1 était z. 


Anticins H puase 1. — La suspension H phase 1 est agglutinée au 
titre (1/25 600) par le sérum anti-S. poona phase 1. Cette phase 1 
sature totalement les agglutinines anti-z de ce sérum. 

Le sérum anti-S. kaolack (suspension formolée) agglutine S. poona 
phase | au titre homologue (1/25 600). S. poona sature totalement les 
agglutinines anti-z de ce sérum. 


Antickne H pHase 2. — La phase 2 est agglutinée 4 1/12 800 par le 
sérum anti-S. anatum phase 2. Elle en sature totalement les aggluti- 
nines anti-1,6. 

S. anatum phase 2 est agglutinée par le sérum anti-S. kaolack au 
méme titre que la phase 2 homologue (1/12 800). S. anatum phase 2 
sature complétement les agglutinines anti-1,6 de ce sérum. 


Antickns O. — Le sérum anti-S. kaolack, préparé avec une suspen- 
sion chauffée, n’agglutinine aucune des suspensions O suivantes : 
S. paratyphi A, B,C, S. newport, S. typhi, S. anatum, S. newington, 
S. illinois, S. senftenberg, S. rubislaw, S. poona, S. worthington, S. 
onderstepoort, S. carrau, S. gaminara, S. kirkee, S. cerro, S. minnesota, 
S. tel-aviv, S. urbana, S. adelaide, S. inverness, S. champaign, S. rio- 
grande, S. weslaco, S. milwaukee, S. niarembe. S. waycross O est 
agglutiné 4 1/100, S. deversoir 4 1/400. Le titre homologue du sérum 
est 1/9 600. La suspension O de S. bergen, au contraire, est agglutinée 
4 1/3 200. L’antigéne O : 47 de notre souche n’est cependant pas iden- 
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tique 4 S. bergen, puisque la saturation du sérum anti-S. kaolack O 
par S. bergen n’est pas totale: le titre homologue baisse de 1/9 600 
a 1/400. 

Le D® Kauffmann, que nous remercions, a confirmé et complété ce 
résultat : la suspension O de Arizona 23, agglutinée 4 1/640 dans le 
sérum anti-S. kaolack, n’est plus agglutinée aprés saturation par 
S. bergen. Il nous a aussi communiqué ses résultats de titrages et 
saturations du sérum anti-S. bergen O (titre homologue 1/1 280) : 
avant saturation S. koalack y est agglutinée au titre de 1/20, Arizona 23 
a 1/320. Aprés saturation par S. kaolack, le titre baisse 4 1/320 vis- 
a-vis de S. bergen et a 1/160 vis-A-vis de Arizona 23. Dans ce cas, 
la saturation croisée n’est donc encore pas totale. C’est pourquoi le 
D* Kauffmann propose, afin de signaler les différences dans l’anti- 
gene O, de désigner celui de S. bergen par 47a, 47b et celui de 
S. kaolack par 47 a, 47 ¢. 


PouyotR PATHOGENE EXPERIMENTAL. — Le germe étudié possede un 
pouvoir pathogéne élevé pour le cobaye et la souris. 

Les souris inoculées avec I goutte de culture intrapéritonéale 
meurent en six 4 huit heures avec hémoculture positive et multipli- 
cation des germes dans le péritoine. 

Le cobaye inoculé par voie intrapéritonéale (0,05 ml de culture) 
meurt en sept jours avec hémoculture positive et de trés importantes 
lésions fibrino-purulentes de la cavilé péritonéale. 


Résumé. — Description d’un nouveau sérotype de Salmonella, S. 
kaolack, isolé d’hémoculture, de liquide céphalo-rachidien et de pus 
d’otite chez un nourrisson ayant fait une infection grave et particulié- 
rement rebelle au traitement habituel. La formule antigénique 
résumée est : 47: z, 1,6. 

Afin de signaler la différence entre les antigénes O de S. kaolack et 
S. bergen, le D™ Kauffmann propose de désigner celui de S. bergen par 
47 a, 47 b et celui de S. kaolack par 47a, 47 c¢. 


ETUDE COMPAREE 
DE SH. BOYDII 3 ET D'UN PARACOLI ANAEROGENES 


M™ S, SZTURM-RUBINSTEN et D. PIECHAUD. 


(C.N.R.S. et Institut Pasteur, Service du D® Dumas) 


En janvier 1955, le D™ Terrial nous demandait de préciser un dia- 
gnostic de Shigella pour un germe qu'il venait d’isoler de selles 
dysentériques. Le malade était un jeune étudiant ayant toujours vécu 
en France et qui n’avait pas de contact avec des coloniaux. Son affec- 
tion avait les caractéres habituels de la dysenterie ; les selles, glai- 
reuses, contenaient du sang. “=u 

Les tests de diagnostic rapide montrent un bacille immobile Gram 
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négatif ; l’urée n’est pas hydrolysée ; en milieu mannitol-mobilité, Je 
germe est immobile et mannite positif ; dans le milieu 4 deux sucres 
et indicateur d’SH,, il est glucose positif et lactose négatif, il ne 
donne pas d’SH, ; le citrate de soude n’est pas utilisé. Ces caractéres 
sont ceux des Shigella et l’agglutination sur lame confirme cette 
impression : une réaction positive, immédiate et compléte est obtenue 
avec le seul sérum anti-Sh. boydii 3. Jamais nous n’avons isolé de 
Shigella boydii 3 en France et nous faisons une étude compléte de la 
souche GER. pour vérifier l’exactitude de notre diagnostic. Deux 
souches de Sh. boydii 3, la souche 75.25.38 de Weil et la souche Bobo- 
Dioulasso 6950 isolée en 1954 par V. Brumpt et identifiée dans ce labo- 
ratoire comme Sh. boydii 3, nous ont servi pour 1l’étude comparative. 

Les trois souches, deux Sh. boydii 3 classiques et GER. sont des 
bacilles Gram négatifs, immobiles, donnant sur gélose ordinaire 
des colonies réguliéres, brillantes, un peu bombées. Les souches ne 
produisent pas d’indole, ni d’hydrogéne sulfuré ; elles ne liquéfient 


TABLEAU I. 


Souches : Lactose: Maltose: Saccha: Rhenn Xylose: Duleite: Lait rece citrate 


Boyd 3 : nég. : nég. : nég. : nég.: Mop & Ge ¢ nég. : né¢ : né 
75-25-35 : : Byes aoe SaGlay igen easila te Me : as 2o 
Boyd 3 : nég. : nég. : nég. : née: ac. : A®s 6 W825 8 Gee 6 né 
BD-6950 : : ¢ : Cy ee PS ate pe is % maa re 
: ac. ; 
3 z . B ensuite: pente: + 
Ger. Pr Be ENO 8 ac. = Ach = ales 3) més. Keoue seroce ts) eles 


eG cdi ee ee Jo 2 ih Nook 28 Se 2 No eats ey 


pas la gélatine. La réaction au rouge de méthyle est positive, celle 
de Voges-Proskauer négative. La réaction sur gélose A l’acide phényl- 
propionique est négative. Le glucose, le mannitol, l’arabinose et le 
sorbitol sont acidifiés sans gaz par les trois souches. L’adonite et la 
salicine ne le sont pas. D’autre part un certain nombre de caractéres 
séparent nettement cette souche GER. de Sh. boydii 3 (tableau I). 

GER. seul utilise le lactose en trois jours ; le lait légérement aci- 
difié par les deux souches de Sh. boydii 3 est acidifié et coagulé en 
huit jours par GER. Le maltose, le saccharose sont virés en quarante- 
huit heures et le rhamnose en vingt-quatre heures par GER. ; les deux 
Sh. boydii 3 utilisent le xylose en neuf et douze jours, GER. 1’utilise 
en vingt-quatre heures. Le milieu au dulcitol non modifié par GER. 
est acidifié en vingt-quatre heures par les deux autres souches ; le milieu 
a Purée de Christensen est légérement alcalinisé en trois A quatre jours 
par la souche GER. seule, qui, seule aussi utilise le citrate de soude 
en quatre jours a 37°. 


EruvE sEROLOGIQUE. — Nous avons préparé deux sérums agglutinants, 
Yun avec la souche de Weil 75.25.3, autre avec GER. Les antigénes 
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étaient formolés. Les agglutinations croisées et les absorptions réci- 
proques montrent Videntité sérologique des deux souches (tableau II). 
De plus, nous avons cherché un rapport entre GER. et la souche 


Tasteau II, — Concentrations en CINa des différents tubes 
de la gamme. 


: Sérums : Sérums absorbés 
>: Boy€d3 : ° Ger. : Cer. : Boya : Ger. ebsorbdé 
Souches : Weil 75-25-3: fait avec :fait avec : (Weil) : par Boyd 3 
: fait avec : ltant. form.:l'ant. bouilli absorbé par : (Weil) (1) 
¢ l'ent.. form.: : Gert CL) os 
Boyd 3 : : 1/800 ++ : : : 
Weil ane 1/1600 : 1/1600 + : 1/400 ++ : - : - 
75-25-53 oO; ‘ 5 i : 
5 . . 
on! : 
g)2 : : 3 : 
Ger, By] : 1/1600 : 1/1600 ++ : 1/400 ++ : - : - 
Cay 5 : : : 
Boyd 3 g : : : : 
BD-6950 1: 1/3200 : 1/1600 ++ : 1/400 ++ : - : - 
Mig : : : : 
2) : rs : 
Coli 0-85 5] : - 1/400 + : 1/400+ : = : = 
Boyd 3 : : = 
Weil : 1/800 : 1/3200 ++ : 1/6400 + 
75-25-3 : 2 1/6400 + : 
g} : . ; 
cael . . . 
Gers ci: 1/6400, : 1/6400 ++ : 1/6400 + 
sls . 1/12800 + : 
Oo}: : : 
Boyd 3 “1: 1/1600 2 /s200 +4 = i/g200 + 
BD-6950  @ : : 1/6400 + ;: 
ops f 
AE 3 : 5 
Coli 0-854) : 1/400 : 1/3200 + =: 1/6400 ++ 
Al: 1/6400 + : 
By. . 


E. coli 0,85 ; selon Ewing [4] ce coli a une fraction antigénique com- 
mune avec Sh. boydii 3. Les agglutinations croisées et les absorptions 
montrent que GER. aussi posséde cette fraction commune avec le 
coli 0,85 (tableau III). 


TasLeau III. 


SERUUS 


. 


he : ; : Weil Boyd 5 absorbé par 
Souches Ger. absorbé par coli 0-85 Sokieeles 
: i 


Ger. émulsion form. : nég. : 1/50 
Boyd 3 Weil émulsion form. 1/100 : 1/100 


Coli 0-85 émulsion form. 


oe 60 oe oe oe 08 oe 
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Pouvork paTHoGENE. — Six mois environ aprés l’isolement de la 
souche nous avons voulu préparer un sérum agglutinant anti-GER. 
avec une suspension formolée contenant 250000 000 de germes au cen- 
timétre cube. Deux lapins recoivent chacun 1 cm® de la suspension ; 
moins de douze heures aprés l’injection les deux animaux présentent 
de la diarrhée, puis apparatt une paralysie des pattes antérieures qui 
s’étend ensuite au train postérieur, les paralysies persistent jusqu’a 
la mort, qui survient en six jours pour l’un et neuf jours pour 1’autre. 
L’aspect clinique de cette maladie évoque les symptémes que 1l’on 
observe aprés injection de bacille de Shiga. A l’autopsie on note 
Vordéme du cecum, des points hémorragiques sur tout le célon sans 
lésion du gréle. Il existe un exsudat péritonéal, les organes semblent 
normaux sauf le foie, qui est durci. Un autre lapin, injecté avec une 
dose quatre fois plus forte, meurt en quarante-huit heures. En repre- 
nant cette étude environ quatre mois plus tard, nous avons été 
frappées de la baisse du pouvoir pathogéne. A ce moment-la, nous 
avons injecté des germes vivants au lapin et n’avons obtenu qu’une 
parésie du train antérieur, sans diarrhée. Un filtrat d’une culture 
de quatre jours donne une diarrhée et le lapin se rétablit en trois 
jours. Une suspension chauffée une heure a 100° au bain-marie ne 
provogue aucun symptéOme. Ce germe, qui était nettement toxique, 
a perdu son pouvoir pathogéne en quelques mois. 

Des expériences analogues faites avec la souche de Sh. boydii 3 
BD 6950 isolée en 1954 n’ont donné que des résultats négatifs, mais 
cette souche n’a été étudiée que vingt mois aprés son isolement et avait 
peut-étre une toxicité qu’elle a perdu au cours des repiquages suc- 
cessifs. 

Nous inspirant des travaux de Zoeller [2] et Manoussakis [2] et de 
ceux plus récents de Séreny [3], nous avons essayé de provoquer une 
kérato-conjonctivite chez le lapin et le cobaye avec les deux souches 
GER. et BD 6950. On étale une anse d’une culture de 24 heures 
sur gélose sur la conjonctive du lapin ou du cobaye. La souche 
BD 6950 donne une _ kérato-conjonctivite apparue en trente heures 
environ et durant plus de deux semaines. Elle guérit un peu plus vite 
chez le lapin que chez le cobaye. Le germe a été retrouvé pendant 
douze et treize jours chez les deux lapins et pendant neuf et onze 
jours chez les deux cobayes. 

La souche GER. n’a donné de réaction nette ni chez les lapins ni 
chez les cobayes, mais le germe a survécu dix jours chez les lapins 
et cing jours chez le cobaye. 

Deux souches de Paracoli anaerogenes étudiées dans les mémes 
conditions n’ont donné aucune réaction et le germe n’a pas été retrouvé 
dans |’exsudat conjonctival. Nous avons recherché la production d’anti- 
corps par cette méthode. 

Avant Vinoculation conjonctivale, le taux agglutinant du sérum pour 
nos deux souches était inférieur au 1/5 ; dix jours aprés 1’inoculation 
le taux agglutinant était 1/20 pour le sérum du lapin inoculé 
avec BD 6950 et 1/100 pour le sérum du lapin inoculé avec GER. Ce 
taux se maintient pendant un mois environ pour baisser ensuite jus- 
qu’au 1/5 et rester positif & ce taux. 


De cette étude nous pouvons conclure que la souche GER, qui n’a 
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pas tous les caractéres biochimiques de Sh. boydii 3, doit pour cette 
raison étre classée dans les Paracoli anaerogenes. Cependant elle est 
sérologiquement identique A Sh. boydii 3. D’autre part, la souche avait 
a Vorigine un pouvoir toxique dont les effets s’apparentaient A ceux 
de la toxine du bacille de Shiga. Son pouvoir pathogene par voie 
conjonctivale est apparemment trés discret, mais le germe est capable 
de survivre et de provoquer une réaction organique : la formation d’anti- 
corps, et nous nous demandons quel est le réle d’un tel germe, isolé 
a l’état presque pur d’une dysenterie clinique, ayant les antigenes 
d’une Shigella et un pouvoir pathogéne certain. 
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PRODUCTION D’AMMONIAQUE 
ET TOXICITE DE CLOSTRIDIUM HISTOLYTICUM 
CULTIVE EN MILIEU GELATINE 


par H. BEERENS, J. GUILLAUME et CL. PONTE. 


Unstitut Pasteur de Lille) 


L’un de nous [4] a montré que Clostridium histolyticum, non 
gazogéene en milieu ordinaire, produit d’énormes quantités de gaz en 
présence de gélatine. Ce phénoméne, non signalé jusqu’alors, posséde 
un intérét manifeste des points de vue biochimique et taxonomique. 

Nous nous sommes demandé si ce métabolisme particulier ne s’accom- 
pagnait pas de production de toxine. Les résultats de ces recherches 
sont exposés ici. Nos essais ont été réalisés sur le milieu V. F. gélatiné 
a 150 g p. 1000, réparti en tubes de 22x22 A raison de 25 ml par 
tube, puis stérilisé 4 120° C pendant vingt minutes. Tout autre milieu 
de culture gélatiné convient également a la reproduction des faits 
observés. 

Deux souches de Clostridium histolyticum, CHx et H385, ont été 
utilisées. Les milieux ensemencés ont été incubés a 37°. 

La souris a été choisie comme animal d’expérience, mais 1|’utilisation 
du cobaye nous a donné des résultats identiques. 

Dans ces conditions, l’inoculation intrapéritonéale de 0,75 ml d’une 
culture de 5 A 7 jours provoque les symptémes suivants : aussitot 
apres celle-ci l’animal reste immobile ; ses yeux sont exorbités ; la 
respiration s’accélére puis des contractions cloniques des muscles 
apparaissent ; l’animal sursaute plusieurs fois et meurt. Cette succession _ 
de symptémes se déroule en dix minutes environ, Par voie veineuse, 


Annales de UInstitut Pasteur, t. 9, n° 3, 1956. 27 


408 ANNALES DE L/’INSTITUT ' PASTEUR 


on obtient des effets comparables ; cependant l’animal meurt fréquem- 
ment au cours méme de lJ’injection sans présenter de symptoémes 
caractéristiques. La voie sous-cutanée est inefficace. 

Lorsque l’on s’adresse, non plus a des culture de 5 ou 7 jours mais 
a celles de 24 ou 48 heures, aucun symptéme anormal ne se manifeste- 

S’agil-il d’une exotoxine? Les faits suivants s’opposent 4 cette hypo- 
thése : , 

1° Le produit actif résiste & un chauffage 4 100° pendant une 
heure ; 

2° Il n’est pas modifié par les oxydants, en particulier le perman- 
ganate de potassium a chaud ; 

3° Il n’est pas absorbé par la terre d’infusoires ou le charbon ; 

4° Des souris recevant des doses sublétales de culture présentent 
a lVinjection ultérieure d’une dose létale la méme sensibilité que des 
animaux neufs. La substance inoculée n’est done pas antigénique. 

Cette éventualité étant ainsi éliminée, une seule hypothése subsis- 


TasLeau I. 


nuo Acidité volatile 
en millimol en millimol 
par litre par litre 


Action sur 
la souris 


glucosé non toxique 
non glucosé non toxique 


gélatiné toxique 


glucosé non toxique 
non glucosé non toxique 


gélatiné toxique 


tait : l’action d’une substance minérale stable. Nous avons pensé que 
ces faits se rapprochaient de ceux observés par Raynaud [2] pour 
Clostridium sporogenes. Les cultures de cette espéce doivent leur toxi- 
cité & Vammoniaque qu’elle produit en abondance Aa partir des 
protéines. 

Les constatations suivantes nous ont confirmé le bien-fondé de cette 
hypothése : 

1° La durée de la phase d’incubation chez l’animal varie avec ]’inten- 
sité de la croissance de la culture. Celle-ci, obtenue en tube scellé sous 
vide par exemple, est plus rapidement toxique qu’une autre en milicu 
régénéré paraffiné ou en ballon de 750 ml. Or, on parvient plus vite 
i la croissance maxima dans la premiére condition que dans les autres. 

2° La culture sur milieu gélatiné fournit, seule, des produits ayant 
une telle toxicité. Clostridium histolyticum transforme intensément 
les acides aminés, en particulier le glycocolle [3], en produisant NH,. 
Une partie de ce métabolite se trouve a 1|’état libre, l’autre sous forme 
d’acétate ; Vacide acétique est, en effet, le seul acide volatil produit 
par cette espéce [4]. Le tableau I montre que l’activité dégradante 
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de la bactérie est beaucoup plus intense en milieu gélatiné que sur 
le méme substrat, glucosé ou non, dépourvu de cet ingrédient. En sa 
présence la souche CHx produit trois fois plus d’ammoniaque et d’acide 
acétique qu’en milieu non gélatiné, et H35, cing fois plus. Les cultures 
sont toxiques dés ce moment. Les dosages signalés ont été réalisés sur 
des cultures de méme Age. L’ammoniaque a été dosée par la méthode 
de Raynaud et Gros [5], la détermination des acides volatils effectuée 


par la technique de Guillaume et Osteux [6], et leur dosage par celle 
de Friedman [7]. 


3° Les distillats acides des cultures de nos deux souches ont été 
concentrés aprés alcalisation par la soude, puis traités par la permu- 
tite 50 pour éliminer lion Na. Les distillats alcalins, concentrés aprés 
addition d’acide sulfurique, ont été traités par V’'amberlite IR,B pour 
éliminer les ions acides. Les Solutions d’anions, de cations ou leur 
mélange ont été dilués jusqu’a la concentration initialement présente 
dans la culture. Ces solutions ont été injectées 4 la dose de 0,75 ml 
par voile péritonéale. Les résultats sont les suivants : 


SolutionwmalcalimesGHocl ncscticre era saiecmrever mort en 5 min. 
» » PPD ES Brea tecopevenctovel stamens mort en 5 min. 
» acide CU wc. as che. 0 Mpa aes tae survie 
» ACICEs HOO! srere crete eoicvers eroterercio siete survie 
Recombinaison des solutionsCHx ..... mort en 4 min. 30 sec. 


acides et alcalines ....... H35 mort en 3 min. 


Enfin la fraction acide de CHx a été neutralisée par NH,. De méme 
Ja fraction alcaline l’a été par l’acide acétique. Ces deux solutions ont 
été injectées aux souris : celles-ci sont mortes en neuf minutes trente 
secondes dans le premier cas, en quatre minutes dans le second. 


4° Les mémes symptémes ont été reproduits chez la souris avec des 
solutions d’ammoniaque et de ses sels: acétate, sulfate, injectées aux 
doses présentes dans les cultures de Clostridium histolylticum en milieu 
gélatiné, soit : 


: NH 500 millimol/litre mort en 7 min. 30 sec. 
mettare SME cucin ty 330 » » suryie 
; 500 » » mort en 7 min. 405 sec. 
CONE orcas = z 
ae Hy } 300 » » mort en 13 min. 45 sec. 
: 500 » » mort en 30 sce. 
AmMMoniaque .......>» 330) a a ose eas Sania Usvabes 


Ils correspondent 4 ceux décrits par les physiologistes ayant étudié 
l’action de l’ammoniaque sur l’organisme animal. Nous retrouvons en 
effet les secousses cloniques dues & l’action sur le bulbe, les crampes 
déterminées par atteinte de la moelle, la mort rapide survenant en 
quelques minutes. 


L’examen microscopique des coupes du poumon, du foie, du rein 
ne montre, en outre, qu’une congestion intense de ces organes. 


Les symptomes présentés par les animaux inoculés avec les cultures 
de Cl. histolylicum sont donc provoqués par la toxicité de 1l’ammo- 
niaque et de ses sels qu/elles contiennent. 


410 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Concrusions. — Les milieux gélatinés inoculés avec Clostridium histo- 
lylicum possedent une toxicité marquée pour la souris. Celle-ci est 
due 2 la forte quantité d’ammoniaque produite par désamination au 
cours du développement de la bactérie. 
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MILIEU FAVORISANT LA FORMATION 
DES CHLAMYDOSPORES DE CANDIDA ALBICANS 


par M. PAVLATOU et U. MARCELOU. 


(Laboratoire de Bactériologie, 
Hépital « Alexandra », Athénes) 


Parmi les différentes espéces de Candida, l’espéce C. albicans est la 
plus fréquemment rencontrée comme pathogéne. 

Candida albicans peut avoir une action pathogéne chez les enfants, 
les vieiJlards, et surtout, comme on l’a observé derniérement, chez les 
individus qui ont subi un traitement prolongé par des antibiotiques 
administrés principalement par voie buccale. 

Une détermination rapide de l’espéce est indispensable pour diffé- 
rencier les levures pathogénes des saprophytes banaux. 

Or, parmi les Candida, seul C. albicans produit des chlamydospores 
qui sont un des caracléres permettant la détermination de cette espéce 
pathogéne. 

Depuis longlemps des essais ont été entrepris par divers auteurs pour 
obtenir rapidement les caractéres morphologiques du genre Candida 
et de l’espéce C. albicans ; pseudomycélium et chlamydospores. 

Talice (1930) [4] a proposé linfusion de pomme de terre (20 Aa 
30 p. 100) et Benham (1931) [2] le « corn meal agar » pour la produc- 
tion de pseudomycélium. Bernhardt (1946) [3] a utilisé largement ce 
dernier milieu pour obtenir des chlamydospores. Langeron et Guerra [4] 
ont trouvé que, d’une part, la carotte ajoutée au milieu de Talice et, 
d’autre part, l’atmosphére de CO, favorisaient l’apparition de la mor- 
phologie caractéristique du genre Candida et de C. albicans. 
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Cependant la production des chlamydospores est trds capricieuse 
Suivant Jes souches ; certaines produisent facilement et rapidement 
ces spores, d’autres au contraire se montrent rebelles. 

Nickerson et Mankowski (1953) [5] trouvent que deux polyosides sont 
favorables 4 la production des chlamydospores. D’une part le glyco- 
gene, produit cotiteux, et d’autre part l’amidon soluble. Mais ce dernier 
contient souvent des quantités considérables de glucose, inhibiteur de 
la formation des chlamydospores. La purification de l’amidon par 
précipitation au sulfate d’ammonium demi-saturé est une opération 
longue et difficile. 

Weld (1953) [6] recommande l’emploi du milieu de Levine sous 
atmosphére de 10 p. 100 de CO,. 

Drouhet et Couteau (1954) [7] ont utilisé la méthode de Weld en 
simplifiant le milieu de Levine. Sur ce milieu, en quarante-huit 
heures, toutes les souches de Candida albicans produisent un pseudo- 
mycélium et, par repiquage sur le milieu P..C. a 25° C, ils obtiennent 
des chlamydospores en deux dA quatre jours. Mais méme dans les condi- 
tions les plus favorables il faut attendre au moins quatre jours pour 
obtenir des chlamydospores. Cette méthode qui est efficace avec toutes 
les souches de C. albicans est cependant d’un emploi assez difficile et 
exige un temps relativement long pour la détermination de l’espéce. 
Cela justifie des essais tentés pour raccourcir le temps de production 
des chlamydospores par une technique simple et efficace dans tous les 
cas. 

Dans ce travail nous nous sommes inspirées de l’observation suivante : 
au laboratoire de bactériologie de |’hépital Alexandra, nous utilisons 
souvent un milieu a base d’osuf entier coagulé, connu aux Etats-Ynis 
sous le nom de « Pai’s ». Sur ce milieu nous ensemencons de la bile 
dont l’analyse bactériologique est demandée par les cliniciens. Or, 
souvent, on observe une croissance abondante de levures qui en vingt 
& vingl-quatre heures donnent un pseudomycélium abondant. 

Cette observation nous a fait penser que le milieu a lceuf pourrait 
étre favorable & la production rapide du pseudomycélium de Candida ; 
ce que des essais n’ont pu vérifier. Nous avons pensé alors que le facteur 
favorable était la bile. Pour vérifier cette hypothése nous avons procédé 
de la facon suivante : 


MATERIEL ET TECHNIQUE ! 

Milieux : 1° ceuf coagulé + bile ; 2° pomme de terre-carotte gélosée 
(P. C.) [7] ; 8° pomme de terre-carotte-bile gélosée (P. C. B.) ; 4° bile. 

Technique: A partir d’une culture pure sur gélose Sabouraud de 
la souche a identifier, nous avons fait une suspension dans de la bile 
de boeuf (une anse dans 2 cm? de bile). Aprés avoir laissé la suspension 
pendant deux heures 4 la température du laboratoire, nous avons 
ensemencé a la pipette Pasteur quelques gouttes sur la surface (1) du 
milieu de « Pai’s » et (2) du milieu P. C. 

L’examen de ces ensemencements laissés 4 la température du labo- 
ratoire et 2 37°C a montré apres vingt-quatre heures la production 
abondante de pseudomycélium, mais sans production de chlamydo- 
spores ; celles-ci ont apparu apres quarante-huit a soixante-douze 
heures seulement sur le milieu P.C. Dans Ja bile ensemenceée avec 
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C. albicans les chlamydospores apparaissent en abondance aprés qua- 
rante-huit heures. 

Ensuite nous avons modifié le milieu P.C. en ajoutant de la bile 
de boeuf (20 p. 100) de la fagon suivante : on fait fondre le milieu P. C. 
par chauffage au bain-marie bouillant, on refroidit 4 45°, on ajoule 
2 cm® de bile pour 10 cm* de milieu P.C. et on incline les tubes. 

A partir d’une culture pure sur gélose Sabouraud de la souche a 
identifier, les tubes de P. C. B. sont ensemencés en trois points et une 
strie terminale et laissés 4 la température du laboratoire. 

Nous avons observé la morphologie de la levure par examen direct 
entre lame et lamelle de prélévements en surface et en profondeur ; 
ce dernier examen est indispensable car le pseudomycélium ne se forme 
que dans Ja profondeur de la gélose. 

Au début de notre travail les examens ont été faits aprés vingt-deux 
a vingt-quatre heures. Nous avons été surprises devant l’image présentée 
par la premiére souche examinée : la préparation contenait une quantité 
extraordinaire de pseudomycélium et de chlamydospores. 

L’abondance de ces éléments nous a fait penser que leur production 
commengait probablement aprés une incubation plus courte que vingt- 
deux on vingt-quatre heures. En effet, par des prélévements a temps 
échelonnés, nous avons trouvé des chlamydospores atypiques aprés une 
incubation de douze heures et des chlamydospores typiques aprés dix- 
huit heures. Nous nous sommes alors demandé si ce phénoméne était 
général. 

Nous avons examiné 75 souches de Candida d’espéces et de prove- 
nances différentes : 63 souches de Candida albicans, 2 souches de 
C. albicans variété stellatoidea, 1 souche de C. macedoniensis, 1 souche 
de C. guillermondi, 1 souche de C. krusei, 4 souches de C. tropicatis, 
1 souche de C. parakrusei, 1 souche de C. psilosis et 1 souche de 
C. rouzi. 

La majorité des souches de C. albicans avaient été récemment isolées. 
Les autres souches de cette espéce et celles des autres espéces étaient 
des souches de collection. 

Les souches ont été examinées sur le milieu P. C. B. et comparati- 
vement sur le milieu P. C. 

Sur le milieu P. C. B. les 63 souches de Candida albicans et les deux 
souches de C. stellatoidea ont donné en dix-huit A vingt-deux heures 
des chlamydospores ; les souches appartenant aux autres espéces de 
Candida n’ont pas donné de chlamydospores. 

Sur le milieu P.C., 32 souches de C. albicans ont donné des 
chlamydospores aprés quatre 4 dix jours d’incubation & la température 
du laboratoire ; 21 souches ont donné des chlamydospores en _ treize 
a vingt jours au deuxiéme repiquage sur P.C.; 4 souches en ont 
produit en vingt et un A trente jours au troisitme repiquage et 
1 souche le trente-quatriéme jour au quatriéme repiquage. Quatre 
souches récemment isolées n’ont pas encore donné de chlamydospores 
sur le milieu P. C. 


Discussion. Nous proposons donc par l’emploi de la bile ajoutée 
au milieu P.C. une technique trés simple pour la production des 
chlamydospores de C. albicans. 
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Le temps de production de cette morphologie caractéristique est trés 
bref : dix-huit 4 vingt-deux heures A la température du laboratoire. 

Cette méthode s’est montrée efficace avec toutes les souches de 
C. albicans que nous avons essayées et elle présente un avantage certain 
sur le milieu P. C., cependant favorable 4 la production des chiamydo- 
spores. 

Enfin, cette méthode est fidéle, car les especes de Candida autres que 
albicans ne produisent pas ces spores caractéristiques. Quel est le réle 
exact de la bile? Nous nous proposons de 1’étudier maintenant. 


Résumé. — Le milieu pomme de terre-carotte-bile (P. C. B.) permet 
en dix-huit 4 vingt-deux heures l’apparition de pseudomycéliums et 
de chlamydospores de Candida albicans (63 souches) et de C. stellatojdea 
(2 souches). Aucune souche d’autre espéce de Candida n’en a donné. 
Le milieu proposé présente une grande importance pour la détermi- 
nation rapide et simple de lespéce pathogéne (C. albicans. 
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ROLE PATHOGENE ET FREQUENCE DES BACTERIES 
DU TYPE BACTERIUM ANITRATUM 


par A. LUTZ, M": 0. GROOTTEN, H. VELU et M. VELU. 


(Laboratoire départemental de Bactériologie de Strasbourg, 
Directeur : D* Lutz) 


Durant ces derniéres années |’attention de l’un de nous a élé attirée, 
au cours d’examens de produits pathologiques 4 des fins diagnostiques, 
sur la fréquence de diplocoques Gram-négatifs d’un type spécial, carac- 
térisé le plus souvent a la primoculture par des colonies ayant un 
aspect mucoide et d’activité biochimique relativement simple. 

Aprés isolement leur identification s’est avérée délicate ; nous les 
avons d’abord catalogués comme Diplococcus mucosus (von Lingels- 
heim) [441], puis comme Bacterium anitratum dont les caractéres bio- 
chimiques et sérologiques ont été définis en 1948 par Schaub et 
Hauber [46]. On sait combien, depuis lors, ces germes ont suscité de 
publications relatives a leur position dans la systématique bactérienne. 
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Ils ont été classés dans les Neissériacées par Wilson [48], dans les 
Entérobactériacées par Stuart [47], etc. Brisou et Morichau-Beau- 
chant [2] ont souligné la similitude des caractéres culturaux et bio- 
chimiques de certaines souches de Bacterium anitratum et de Morazella 
décrites par M"° Audureau [4], D. et M. Piéchaud et L. Second [44] 
et récemment par Lutier et ses collaborateurs [42]. Enfin Brisou et 
Prévot [3] ont proposé la dénomination d’Acinetobacter anitratum et 
la classification dans la tribu des Achromobactérées et la famille des 
Pseudomonadacées. 

Nous avons étudié 14 souches dont JVorigine était la suivante : 
4 méningites post-opératoires mortelles ; 1 sécrétion bronchique (bron- 
chite chronique) ; 1 membrane au niveau du palais (cas mortel chez 
un cardiaque) ; 2 sangs dont 1 de septicémie avec cardiopathie ; 1 pus 
de furoncle ; 1 eczéma suintant ; 1 bile (hépatite) ; 1 crachat ; 1 pus 
pleural ; 1 pus d’otite ; ces deux derniéres entourées d’un halo clair 
di peut-étre 4 une hémolysine. Douze se sont révélées pathogénes 
ad Vinoculation chez l’animal d’expérience. 


CARACTERES CULTURAUX ET BIOCHIMIQUES. — Nos souches, aérobies 
strictes, ont été facilement isolées sur les milieux ordinaires : gélose, 
eélose au sang ; elles poussent bien a la température du laboratoire (22°) 
et a 37° ; elles troublent rapidement le bouillon avec formation d’un 
voile trés fin ; elles présentent toutes des caractéres biochimiques iden- 
liques ; elles attaquent le glucose et le xylose ; le plus fréquemment, 
l’arabinose ; dans quelques cas, le galactose ; elles n’attaquent pas 
Vesculine ; elles ne réduisent pas les nitrates en nitrites et ne produi- 
sent ni H,S, ni indol; elles poussent toutes sur milieu au citrate 
de Simmons en l’alcalinisant (virage au bleu). La recherche de l’uréase 
et de l’oxydase reste négative ainsi que les réactions au rouge de 
méthyle et de Voges-Proskauer. 


PouvorR PATHOGENE EXPERIMENTAL. — Si la littérature est riche en 
ce qui concerne la taxonomie de B. anitratum, elle l’est beaucoup 
moins pour ce qui a trait & son pouvoir pathogéne. 

Fergusson et Roberts [9], par exemple, qui ont examiné 109 souches 
B.5.W. dont 40 provenaient de l’urine et 23 de crachats, estiment que 
Vhistoire de leurs malades ne permettait aucune conclusion définitive. 
En 1938, Cowan [5] avait cependant constaté la virulence de Diplo- 
coccus mucosus d'origine cérébrale qui tuait la souris en dix-huit 
4 vingt-quatre heures sans Ilésions viscérales, mais non le lapin. 
Deacon [6] a recherché sur le cobaye le pouvoir pathogéne expéri- 
mental de 19 souches (8 Mima, 10 Herrella, 1 Colloides) dont il connais- 
sait l’origine. A la dose de 0,5 cm* de culture de 24 heures par voie 
sous-cutanée, elles n’étaient pas pathogénes pour le cobaye. Par voie 
intrapéritonéale, il y eut 1 mort sur 8 dans la premiére série, 1 sur 1 
dans la troisiéme et 10 sur 10 dans la seconde. Neuf de ces derniéres 
souches provenaient de L.C.-R. et 1 d’une intervention chirurgicale 
sur lVuréthre. Tous les animaux, morts en douze A quarante-deux 
heures, n’ont présenté comme lésions qu’une inflammation de la 
surrénale, qu'il n’y a pas lieu de prendre en considération en raison 
de son caractére banal chez le cobaye infecté et partant son manque 
de spécificité. Avec des doses d’inoculation plus fortes que celle de 
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Daecon, de Bord [7] signale qu’il tue la souris par voie péritonéale 
en une nuit, avec une souche isolée du L. C.-R. Les souches de Schaub 
et Hauber [46], 8 d’infections du tractus urinaire, 8 d’infections pul- 
monaires et 3 d’origine inconnue, tuaient la souris également en 
injection en moins de yingt-quatre heures. Sur les 10 souches fermen- 
taires de D. et M. Piéchaud et Second [44], provenant presque toutes 
de produits pathologiques, 7 se sont révélées pathogenes pour la souris 
apres injection péritonéale de 0,5 cm® d’une culture de 24 heures. 
Ces souris ont succombé en vingt-quatre heures avec une rate volu- 
mineuse, une réaction leucocytaire abondante dans l’exsudat péritonéal, 
de nombreux germes phagocytés ou libres, jamais encapsulés, des 
hémocultures positives. 

Il nous a paru intéressant de préciser ces observations : nos essais 
ont porté sur le lapin, la souris et le cobaye. L’étude des filtrats de 
culture fera l’objet d’un travail ultérieur. 

1° Les lapins, inoculés par vyoie intraveineuse, ont survécu. Ceux qui 
ont été sacrifiés ont présenté des lésions caractéristiques des divers 
organes, en particulier du foie, qui ont fait l’objet d’une étude anatomo- 
pathologique détaillée [43]. Deux autres, inoculés par voie cérébrale, 
sont encore en vie aprés trois mois. 

2° Chez la souris, 12 souches sur 14 se sont révélées trés pathogénes. 
Trois 4 6 souris ont été inoculées avec 0,5 cm* d’une culture en bouillon 
de 24 heures pour chaque souche. Elles sont mortes entre huit et trente- 
six heures. A l’autopsie nous avons constaté une hyperhémie intestinale 
ainsi qu’une réaction leucocytaire plus ou moins abondante dans 
Vexsudat péritonéal avec de nombreux germes phagocytés. Dans tous 
les cas B. anitratum a été retrouvé dans le sang du coeur. 

En dépit de l’évolution extrémement rapide de l’infection et malgré 
état apparemment normal des différents viscéres, en dehors du péri- 
toine, nous avons effectué des examens anatomo-pathologiques systé- 
matiques. Nous avons relevé un certain nombre de lésions sur lesquelles 
nous croyons utile d’attirer l’attention du point de vue microbiologique. 

a) Les différents organes de la cavité abdominale montrent au niveau 
de la capsule une congestion intense, sous-capsulaire ; des vaisseaux 
dilatés, avec leucocytose. On retrouve 4 la surface des germes isolés. 
Seul, le foie est recouvert d’une véritable fausse membrane fibrino- 
leucocytaire, infiltrée de germes, arrondis, globuleux, comme _ bour- 
souflés, non encapsulés, isolés ou en diplocoques, formant en certains 
points une véritable nappe microbienne dense, épaisse parfois de 10 
a 20 p. 

b) Les fibres myocardiques, inégalement colorées, dissociées par 
l’oadéme, sont rompues en certains points, peut-élre en voie de dégé- 
nérescence. 

c) Le poumon est le si¢ge d’une congestion intense qui porte sur 
les vaisseaux et les capillaires, avec leucocytose et épaississement des 
parois alvéolaires di & la congestion et a la prolifération cellulaire, 
yraisemblablement provoquées par l’invasion microbienne déja nette ; 
les gros vaisseaux renferment en effet des germes, isolés ou réunis en 
amas importants, qui pourraient trés bien étre la cause de thromboses. 
Ces amas se retrouvent plus importants encore au voisinage des vais- 
seaux. Des germes isolés existent dans tout lorgane. 
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d) Dans le foie, on retrouve la congestion intense et la leucocytose, 
mais l’invasion microbienne est infiniment plus discréte que dans le 
poumon, a peine visible. I] existe cependant des lésions trés curieuses, 
bien visibles sur les coupes colorées au trichrome de Masson, mais 
qu’on peut voir également sur celles que nous avons colorées a la 
thionine picriquée selon la technique de Sabrazes, modifiée par 
Masson [10], pour mettre plus nettement en évidence les germes 
Gram-négatifs dans les vaisseaux, les tissus et les fausses membranes : 
ce sont des foyers d’attrition ot la morphologie tissulaire n’est pas 
modifiée mais ou les cellules déja mortifiées montrent tout simplement 
une tendance a l’éosinophilie du cytoplasme et du noyau en voie de 
pycnose. Ces lésions qui n’ont pas eu le temps d’évoluer se retrouvent 
chez le lapin qui, lui, survit a l’inoculation. 

3° Chez le cobaye, 12 de nos souches, inoculées chacune & 2 sujets 
par voie péritonéale, & raison de 1 et 1,5 cm d’une culture de 
24 heures en bouillon, ont entrainé la mort, le plus souvent en moins 
de vingt-quatre heures. A l’autopsie nous avons trouvé, comme chez 
la souris, un état congestif de l’intestin et une péritonite avec enduit 
pseudo-membraneux & la surface des principaux organes qui présentent 
le méme aspect histologique que chez la souris. 

Ainsi donc l’examen anatomo-pathologique révéle, en particulier chez 
la souris, la production rapide de lésions hépatiques et invasion pré- 
coce du poumon par B. anitratum qui traduit une affinité toute parti- 
culiére du germe pour cet organe qu’il convient de rapprocher des 
faits signalés par Deparis et coll. [8]. Ces auteurs ont décrit un état 
septicémique & Morazella lwoffi dont lévolution avait été jalonnée 
d’épisodes pulmonaires qui ne doivent pas étre sans analogies avec 
linvasion microbienne précoce et les lésions que nous avons rencon- 
trées chez la souris. 


THERAPEUTIQUE. — La recherche de l’action des sulfamides nous a 
montré que 3 souches seulement étaient sensibles. La sensibilité vis- 
a-vis des antibiotiques est variable : nulle vis-a-vis de la pénicilline, de 
la streptomycine et du chloramphénicol ; plus grande vis-a-vis des 
tétracyclines qui sont plus bactériostatiques que bactéricides ; seuls les 
antibioliques & usage local (néomycine, framycétine et polymyxine) sont 
aclifs 4 des taux voisins du microgramme ou inférieurs. Cette résistance 
aux antibiotiques explique peut-étre la fréquence avec laquelle nous 
avons isolé B. anitratum depuis un an. Il convient de rapprocher nos 
observations des constatations faites par R. Buttiaux et coll. [4] sur 
Vapparition de B. anitratum dans les féces des sujets traiiés par l’auréo- 
mycine, Ja terramycine ou le chloramphénicol avec, dans un cas, un 
syndrome cholériforme, qui leur a fait poser la question du réle patho- 
gene de ce germe capable de produire selon Waage [419] des abcés 
cérébraux, et selon Roy et coll. [45] des septicémies et des méningites. 


RésumE, — Les souches que nous avons isolées au cours d’affections 
diverses ou en tant que saprophytes présumés des premiéres voies 
respiratoires ont manifesté des propriétés pathogénes pour l’animal 
d’expérience chez qui elles ont provoqué des lésions pulmonaires, car- 
diaques et hépatiques qui expliquent la gravité de certains symptémes 
et de V’évolution chez "homme. La sensibilité réduite aux antibiotiques 
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favorise certainement l’apparition et la fréquence actuelle de ce nouvel 
agent pathogene. 
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LA PUREE GLOBULAIRE DE MOUTON 
ET SES VARIATIONS DE RESISTANCE A L’'HEMOLYSE 
APPRECIEES PAR MESURE TURBIDIMETRIQUE 


par Pierre VELU et Maurice \ELU. 


En dehors de ses variations de coloration, la purée globulaire de 
mouton, utilisée en sérologie et en bactériologie pour de nombreuses 
réactions d’hémolyse, peut présenter au cours de sa conservation des 
modifications de résistance, en présence de CINa, qu il imporle de 
connattre. Deux méthodes d’appréciation peuvent étre utilisées : 

a) Soit l’examen A l’ceil nu, apres décantation spontanée de trente 
a cent vingt minutes, & la température du laboratoire, ou de soixante 
minutes a 37° ; 

b) Soit examen aA l’ceil nu ou au photométre, aprés un repos de 
trente minutes complété par une centrifugation de dix minutes a 
2600 tours/minute [2]. 

La décantation spontanée se révéle lente ; la centrifugation constitue 
une opération supplémentaire ; l’examen a l’ceil nu ne donne qu'une 
expression imparfaite des résultats. C’est pourquoi nous nous sommes 
demandé s’il ne serait pas possible d’effectuer la mesure de la résis- 
tance globulaire par la méthode turbidimétrique, sans centrifugation 
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préalable, que nous avons décrite précédemment [6]. Au lieu d’attendre 
ou d’activer la sédimentation, les globules sont mis soigneusement en 
suspension avant l’examen photométrique en lumiére verte, qui tient 
compte des globules [6] et de Vhémoglobine [3]. 


Tecunigur. — A partir de la purée globulaire de mouton, on prépare 
dans la solution saline adoptée une suspension globulaire a 2 p. 100 
environ. Pour vérifier si elle convient, on la dilue immédiatement 
ad raison de 0,20 cm? pour 1,80 cm? de solution saline, et l’on examine 
au pholométre en lumiére verte ; nous nous sommes servis habituel- 
lement du photométre de Lagaillarde avec la cuve de 2 mm, mais aussi 
de l’appareil de Meunier avec la cuve de 10 mm. 

On distribue ensuite dans une série de tubes A hémolyse, l'eau 
distillée, la solution salée et la suspension gobulaire bien homogénéisée, 
suivant un schéma dérivé de celui de Vaquez et Ribierre [5] 
(tableau I). 


TasLeaAu I. 


wae ee ee Ed 


Eau distillée 
Solution saline 


Suspension globulaire 


On retourne chacun des tubes sur le doigt ; aprés un repos de quinze 
minutes a la température du laboratoire ou mieux a 37° au bain-marie, 
on remet soigneusement les globules en suspension et on effectue la 
lecture au photométre, dont la mise au zéro a été faite sur l’eau 
physiologique. La durée des opérations est pour chacun des temps d’une 
quinzaine de minutes : distribution, attente, lecture. Les résultats sont 
exprimés en pourcentage d’hémolyse, et en grammes de ClNa p. 1 000. 


Tasieau II. 


SOLUTIONS SALINES UTILISEES 
I0 p 1000 8,5p 1000 p 1000. 


_|2 
lf 


0) 
I 
a 
3 
4 
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6 
7 
8 
9 
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Le premier et le dernier tube de la gamme correspondent A 0 ct 
100 p. 100 d’hémolyse. La teneur en ClNa se calcule avec la formule : 
n g de ClNa p. 1000 = N gouttes (sol. saline + suspens. glob.) x k. 
Le facteur k varie avec la concentration saline de la solution utilisée : 


10 ¢ pour 1 000 k = 0,250 7g pour 1 000 k = 0,175. 
Wisaoeucaunae Scaeaurecn 2 Oi eemicatererstriare oc tenetrers tare 0,150 
SP eee seaeeee (iesatees ORD Sak aecttetaccnincteecercn 0,125 


Pour 8,5 sa valeur est 0,2125. 


Il est d’ailleurs possible d’établir un tableau qui évite une fois pour 
toutes les calculs pour les solutions salines usuelles 4 10, 9, 8,5 ou 
7 p. 1000 et donne la teneur en CINa en grammes p. 1000 des diffé- 
rents tubes de la gamme (tableau II). 

On pourrait d’ailleurs utiliser n’importe quelle solution salée dont 
le titre serait déterminé chimiquement, et rechercher le k correspondatit 
d’aprés les données précédentes. 


D.O. Hemolyse roy, 0.O. Hémolyse yoy 


—------— - He He He tee 


6 7 8 9 9/1000 6 7 8 9 9/1000 


GrapuiQue I. GrAPHIQUE II. 
GrapHigur JI. — Courbes d’hémolyse d’une purée globulaire 


en lumiére vert-clair (I) ; en lumiére rouge-foncé (II). 


GrapniguE II. Courbes d’hémolyse d’une purée globulaire : durant la premitre 
semaine de sa préparation (I) ; durant la deuxitme semaine de sa_prépara- 
tion (II). 


VARIATIONS DE LA RESISTANCE EN MILIEU SALIN. — En suivant cette tech- 
nique nous avons déterminé la résistance globulaire de différentes 
purées de mouton en nous mettant délibérément, non dans des condi- 
tions spéciales [4], mais dans les conditions habituelles de la sérologie 
syphilitique. Ces purées étaient lavées avec une solution physiologique 
4’ 9 p. 1000, conservées A + 5°, + 7°, et distribuées dans la premicre 
ou la deuxiéme semaine qui suivait leur préparation. 

Les solutions salines conservées au réfrigérateur sans  slérilisation 
préalable étaient préparées avec du CINa pur, convenablement déshy- 
draté. 

Au cours de nos recherches, nous avons constaté que : 

L’hémolyse initiale se situait aux environs de 9 p. 1000 ; 
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L’hémolyse 50 p. 100 aux environs de 7,5 p. 1 000 ; 

L’hémolyse totale aux environs de 6 p. 1 000. 

Enfin, & 8,5 p. 1000, l’hémolyse était déja de 5 a 10 p. 100 et ce 
pourcentage augmentait rapidement avec le vieillissement de la purée. 
Ces faits sont mis en évidence par les deux graphiques ci-contre. 

Le graphique I donne les courbes d’hémolyse en fonction. de ta 
concentration saline ; l’une, la courbe I, obtenue en lumiére verte ; 
l’autre, la courbe II, en lumiére rouge. Elles évoluent parallélement : 
les différences de densité optique proviennent de l’hémoglobine qui 
intervient dans l’une et ne marque pas dans l’autre. La lecture 
a Péeran vert semble plus facile pour les fortes cencentrations globu- 
laires, du moins avec un appareil visuel. 

Le graphique II montre, d’aprés les mesures effectuées durant la 
premiere semaine (courbe I) et durant la deuxiéme semaine (courbe II) 
de la préparation d’une purée, le déplacement qui traduit la diminu- 
tion de la résistance globulaire au cours du vieillissement. Ce signe 
parait bien plus sfir que le noireissement lié & des phénoménes 
chimiques. 


Conciusions. — Trois conclusions se dégagent de cette étude de Ja 
résistance de la purée globulaire utilisée habituellement en sérologie . 

1° La méthode photométrique de mesure directe de WVhémoylse 
sans centrifugation préalable, en lumiére verte (ou rouge) [6}, simple, 
rapide, sensible, est applicable 4 l’appréciation de la résistance glo- 
bulaire, a la recherche des hémolysines effectuée ordinairement selon 
d’autres techniques [4], et au contréle de l’état de conservation d’une 
purée douteuse ; il suffit dans ce cas de pratiquer deux examens photo- 
métriques de la purée globulaire telle qu’elle sera employée dans la 
réaction, lun immédiat et l’autre retardé de quinze minutes a 37°, 
pour connaitre le degré d’hémolyse non spécifique qui se produira 
inévitablement. 

2° La méthode turbidimétrique montre que l’hémolyse totale 
(100 p. 100) se situe aux environs de 6 g p. 1000 et I’hémolyse 
initiale (0 p. 100) aux environs de 9 p. 1000. Ainsi se trouve souligné 
le fait connu que la solution saline 4 8,5 p. 1000 n’est pas absolument 
physiologique, puisqu’elle provoque une hémolyse de 5 4 10 p. 100 ou 
plus suivant l’age de la purée, alors que la solution saline & 9 p. 1 000 
est moins agressive. 

3° Enfin, ces notions ne doivent pas é¢tre perdues de vue dans les 
multiples réactions d’hémolyse utilisées en sérologie et en microbio- 
logie, ot. l’effet-sel doit étre nettement différencié de 1l’effet-sérum. 
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METHODE SURE, RAPIDE ET SIMPLE 
DE COLORATION DES SPORES BACTERIENNES 


par M. BENITO TRUJILLO. 


(Laboratoire des Diagnostics de l'Institut de Sérothérapie de Toulouse) 


Pruwvciprs. — 1° La solution aqueuse de vert malachite (oxalate pur) 
a la propriété de traverser avec facilité la capsule de la spore et de 
colorer sélectivement la substance propre de celle-ci ; 

2° La chaleur favorise la coloration ; 

3° Le simple lavage 4 l’eau courante ne laisse aucune trace de vert 
malachite sur la partie mycélienne des microbes ; 

4° La solution aqueuse froide de fuchsine basique ou de phloxine ne 
colore pas la substance de la spore, mais, au contraire, colore bien et 
rapidement la substance mycélienne. 


TrcuniqueE. — Solutions nécessaires. — 1° Solution aqueuse de vert 
malachite a 0,5 p. 100. 

2° SoJution aqueuse de fuchsine basique A 0,25 p. 100. 

(Ces solutions doivent étre filtrées. Elles se conservent bien.) 

Technique proprement dite. — 1° Fixation du frottis a la flamme ; 

2° Traiter avec Ja solution le vert malachite 4 chaud pendant trois 
minutes en chauffant une seule fois jusqu’é émission de vapeur ; 

3° Laver a l’eau courante ; 

4° Différencier 4 froid avec la solution de fuchsine basique pendant 
une minute ; 

5° Laver a l’eau courante ; 

6° Sécher. 

Résultats. — Toutes les spores sont colorées en vert avec des tona- 
lités différentes selon le stade de développement ot: elles se trouvent. 
Ls spores en voie de formation sont vert-violet foncé. La tonalité plus 
ou moins verte jusqu’au vert clair intense sur les spores intracellu- 
laires mares et extracellulaires récentes s’alténue avec plus ou moins 
d’intensité sur les spores extracellulaires vieillies. Mais la couleur verte 
domine toujours sur la substance sporulaire. 

La capsule de la spore, substance mycélienne modifiée, se colore en 
rouge plus ou moins mélangé au vert. En lumiére monochromatique 
jaune, Ja capsule sporulaire se distingue encore mieux. 

Le corps mycélien se colore en rouge. La tonalité est foncée pour 
les éléments jeunes et adultes, claire (rose) pour les éléments vieillis. 

Ces résultats ont été obtenus sur toute une série de microbes aérobies 
et anaérobies, ainsi que parfaitement vérifiés sur différentes souches 
de Bacillus anthracis & divers stades de vieillissement. 

Nous en sommes arrivé 4 considérer qu’aucune spore n’échappe 


a cette méthode de coloration. 
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La fuchsine basique peut ¢tre remplacée par un colorant acide, la 
phloxine en solution aqueuse 4 1 p. 100 en la laissant agir également 
pendant une minute a froid. Dans ce cas, la coloration du mycélium 
est un peu plus pale, mais les détails mycéliens s’apprécient mieux. 

Bien que cette méthede soit, en résumé, une simple modification de 
la méthode de P. H. H. Gray [4], nous estimons que les avantages 
obtenus méritent d’étre communiqués. 


TENTATIVE D’EXPLICATION SCIENTIFIQUE. — Le vert malachite et !a 
fuchsine basique sont deux colorants dérivés du_ triphénylméthane, 
tous deux basiques et électro-positifs, et dont la formule chimique ne 
se différencie que par une fonction amide: le vert malachite est un 
sel de diamidotriphénylcarbinol, la fuchsine basique est un sel de 
triamidotriphénylcarbinol. Il nous est done difficile d’interpréter exac- 
tement la raison de l’action sélective de chacun de ces colorants sur 
lune ou l’autre substansce microbienne. 

Mais nous estimons que la coloration des spores par le vert mala- 
chile et celle des corps microbiens par la fuchsine basique est due 
a une interaction de phénoménes physico-chimiques d’explication 
difficile. En tout cas, nous pouvons affirmer qu’en ce qui concerne le 
vert malachite, il existe une action sélective pour la substance sporu- 
laire qui ne s’exerce, & notre connaissance, avec aucune autre matiére 
colorante, tandis que son action tinctoriale pour la substance mycé- 
lienne est presque nulle. En ce qui concerne la fuchsine basique, le 
méme phénoméne a lieu, bien que moins intense, mais A l’égard de 
la substance mycélienne. 
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Les communications suivantes paraitront en Mémoire dans les 
Annales de l'Institut Pasteur : 


Etude du comportement de 17 espéces anaérobies strictes vis- 
a-vis de 11 antibiotiques, par E. pr Laverenn, J.-C. Burn, 
J. Scumirr et M. T. Le Moyne. 


Etude sur les Salmonella du groupe D possédant les anti- 
génes flagellaires a-1,5, par L. Le Minor. 


Production de gaz carbonique et fermentation du glycocolle 
par Cl. histolyticum, par J. Gumaume, H. Beerens et R. Osreux. 


Concentration, purification et analyse de trois bactériophages, 
par R. Wau, Ki Yone Ler et E. Barsv. 


La leukergie et son réle immunologique, par L. Fiecx. 
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Caractéres spécifiques de la lésion cellulaire causée in vitro 
par les virus du groupe APC et sa valeur diagnostique, 
par G. Barskt. 


Interférence de la ribonucléase avec la multiplication du 
virus poliomyélitique en culture cellulaire in vitro, par 
G. Barsxr et F. CorNEFERT. 


Application de l’hémoculture en embryon de poulet (hémo- 
ovoculture) a la septicémie expérimentale du lapin, par 
C. Hannoun et J. Vicouroux. 


Etude des formes L des bactéries apparues spontanément 
in vivo. Proprétés biologiques et pouvoir pathogéne, par 
J. Vicouroux et C. Hannoun. 


Développement du virus grippal et pH du liquide allantoique 
de l’ceuf embryonné. VI. Etude de la remontée du pH du 
liquide infecté aprés acidification par le citrate d’ammo- 
nium, par B. Fauconnier. 


Action de la cyclosérine sur la tuberculose expérimentale du 
cobaye et du lapin, par Ca. Grrnez-Rirux et A. Tacquer. 


Comparaison entre les souches BCG de différentes origines. 
Remarques concernant la souche BCG d’origine brésilienne 
(souche Moreau), par W. Kurytowicz. 


Milieux de culture et méthodes d’isolement pour les strepto- 
coques et les pneumocoques, par R. Want et P. Meyer. 


AVIS 


Le Comité Scientifique de la Ligue Frangaise contre le Cancer com- 
munique Vinformation suivante : 

Les éléves et anciens éléves de 1’Ecole Supérieure des Sciences Econo- 
miques et Commerciales de 1’Institut Catholique de Paris (§.S.S.E.C.) 
ont décidé d’attribuer en 1957, comme ils l’ont fait les années précé- 
dentes, un prix de 100 000 frs au moins a l’auteur, homme ou femme, 
francais ou étranger, 4gé de moins de 40 ans, du meilleur travail de 
recherche sur le cancer, effectué en France ou dans |’Union Francaise, 
inédit ou publié au cours des trois derniéres années. 

Voici le reglement du concours : 

1° Ce travail, écrit en francais, apportant des résultats précis ou 
contrélables sur la pathogénie, le diagnostic ou le traitement du 
cancer sur le plan expérimental, devra parvenir 4 la Ligue Frangaise 
contre le Cancer, 6, avenue Marceau, Paris-8°, accompagné d’une lettre 
de candidature, avant le 1° décembre 1956, recommandé par la poste 
ou déposé a la Ligue contre recu. 
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2° Toute candidature peut étre renouvelée l’année suivante dans la 
mesure ow elle satisfait aux conditions précédemment mentionnées. 

3° Le travail devra étre transmis au jury par une personnalité émi- 
nente en cancérologie, francaise, et avec son visa. 

4° Le jury sera constitué par le Comité Scientifique de la Ligue 
Francaise contre le Cancer. 

5° La Ligue Francaise contre le Cancer se réserve le droit de publier 
le travail récompensé. 

6° Les manuscrits, imprimés ou mémoires envoyés seront classés 
dans la bibliothéque de la Ligue Francaise contre le Cancer ; ils ne 
seront pas rendus. 


LIVRES REGUS 


P. Ravaut et G. Vignon. — Rhumatologie clinique. 1 vol., 604 p., 
180 fig., Masson, édit., Paris, 1956. Prix : broché, 4 000 fr. ; car- 
tonné toile, 4 600 fr. 

Cet ouvrage, comme son titre l’indique, s’adresse aux étudiants et 
aux cliniciens. Il est divisé en deux parties: Rhumatologie générale 
et Pratique rhumatologique, de beaucoup la plus importante, qui 
étudie en détail toutes les affections rhumatismales, leur diagnostic, 
leurs bases anatomiques et étiopathologiques, leurs symptémes, leur 
thérapeutique. Un dernier chapitre est spécialement consacré aux 
rhumatismes secondaires A des états pathologiques divers: maladies 
infectieuses, endocriniennes, du systeme nerveux, etc. Chaque chapitre 
comporte une courte bibliographie, presque uniquement de langue 
francaise. Figen 


Thérapeutiques récentes (Conférences d’actualités pratiques de la Faculté 
de Médecine de Paris, publiées sous la direction du professeur 
Léon Binet). 1 vol., 144 p., Masson édit., Paris, 1955. Prix : 900 frs. 


Ce volume réunit les conférences qui ont été faites par divers spécia- 
listes 4 la Faculté de Médecine en 1955, et qui ont été particuliérement 
consacrées a ]’étude des nouvelles thérapeutiques introduites dans la 
pratique au cours de ces derniéres années. Il comprend les titres 
suivants : Données récentes sur l’épidémiologie et sur lV’immunologie 
de la poliomyélite, par P. Lépine. Le potassium en thérapeutique, par 
C. Laroche. L’hibernation artificielle (Indications médicales, par 
H. Laborit ; Application aux comas oxycarbonés et barbituriqueés, par 
R. Hugonot ; Applications neuropsychiatriques, par P. Deniker Indi- 
cations en pédiatrie, par G. David ; Neuroplégie et médecine psycho- 
somatique, par P. Huguenard et M¥° C. Quarti). Toxicomanies et cures 
de désintoxzication, par P. Deniker. L’accouchement physiologiquement 
accéléré et d douleurs atténuées, par J. Grasset et J. Pialoux. 

tel, AN 
Carlos da Silva Lacaz. — Manual de Micologia medica. 2° édit. 1 vol., 


422 p., 161 fig., Faculté de Médecine de l'Université de Sdo Paulo, 
Brésil, édit., 1956. 


La premiére édition de ce Manuel, publiée il y a moins d’un an, ¢se 
trouve déja épuisée, et l’auteur, en possession de documents nouveaux, 


; 
| 
. 
| 
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en donne une seconde édition complétée sur différents points. Il a, 
en particulier, ajouté un chapitre sur le traitement et la prophylaxie 
des mycoses, un autre sur les techniques mycologiques. Le nouveau 
volume comprend aussi un grand nombre d’illustrations qui ne se 
trouvaient pas dans le précédent. Il est édité avec le plus grand soin, 
sur un papier qui permet une excellente reproduction de toutes les 
figures, et tout spécialement des coupes histologiques. Une _ biblio- 
graphie importante et un index analytique le complétent et en font 
un instrument de travail précieux, tant pour les mycologues que pour 
les cliniciens. 
Heels 


F. Tison et J. Audrin. — Recherche, isolement et étude du bacille 
tuberculeuz, Techniques de laboratoire. 1 vol., 104 Da omaoe 
Masson édit., Paris, 1956. Prix : 1000 frs. 


Les auteurs étaient particuliérement désignés pour écrire ce livre, 
puisque depuis de nombreuses années l’un d’eux dirige le laboratoire 
du Sanatorium de Praz-Coutant, ot la clinique et le laboratoire vivent 
en étroite communauté. Leur but était. essentiellement pratique : pré- 
senter Ja méthode de choix pour chaque recherche et rendre ainsi 
service 4 la fois au praticien de iaboratoire et au clinicien, qui trou- 
veront dans l’ouvrage la description des examens qu’ils pourront 
demander en toute connaissance de cause. 

Aprés avoir consacré un premier chapitre aux causes d’erreur et 
aux moyens de les éviter, les auteurs étudient successivement les prélé- 
vements (prélévements effectués par le médecin ou par le laboratoire), 
Jes examens optiques (et & ce propos les différentes techniques de 
fixation, coloration, etc., sont exposées en détail), la culture du B. K., 
préparation des milieux, ensemencement, etc.) ; 1’un des auteurs a mis 
au point une méthode au teepol qui permet d’éliminer les germes 
banaux et la flore associée dans les cultures. L’inoculation au cobaye 
et les soins & donner aux animaux ont naturellement une grande 
importance, et un chapitre spécial leur est consacré. Un autre étudie 
la question des antibiotiques : mesure de la sensibilité du B. K. aux 
divers antibiotiques et modifications diverses que le microbe et !a 
maladie ont subies depuis l’avénement de cette nouvelle thérapeutique. 
Enfin, les modéles de fiches établies par P. E. Davy et comportant la 
représentation schématique des divers résultats que l’on peut obtenir 
par les différents examens bactériologiques ou dans la recherche de la 
sensibilité aux antibiotiques et les nombreuses illustrations qui accom- 
pagnent l’ouvrage ajoutent encore a son intérét. 

Ce livre, 4 la fois précis et complet, donne une impression de sécurité 
par la critique serrée & laquelle les auteurs ont soumis toutes les 
techniques qu’ils ont étudiées. Il sera précieux a tous ceux, cliniciens 


ou hommes de laboratoire, qui seront appelés A soigner des tuberculeux. 
Til, We 


Pulmonary circulation and respiratory function. 1 vol., 44 p. 
Livingstone, édit., Londres, 1956. Prix : 12 sh. 6 d. 


Communications présentées au Symposium qui s’est tenu a Dundee 
en Ecosse, en septembre 1955, et qui a réuni des physiologistes, des 


426 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


médecins, des chirurgiens et des histopathologistes s’intéressant aux 
divers aspects de la pathologie pulmonaire. A la premiére séance a 
été étudiée la circulation pulmonaire chez les individus normaux et 
chez les malades (réle du systme nerveux, coeur pulmonaire, etc.) ; a 
la seconde séance, la fonction respiratoire : étude de la fonction respi- 
ratoire chez l’agneau nouveau-né, évaluation de la fonction respira- 
toire et enfin examen des divers appareils de respiration artificielle 
(poumons d’acier, etc.) et de leurs indications particuliéres. Les 
discussions sont reportées a la fin de chacune des parties de l’ouvrage. 
De nombreuses figures et graphiques illustrent le volume. 
leh 4. 


Ciba Foundation Symposium on Histamine. 1 vol., 472 p., J. et A. 
Churchill édit., Londres, 1956. Prix: 50 shillings. 


On sait l’importance et l’étendue des recherches actuelles sur |’his- 
tamine et les nombreuses inconnues qui subsistent encore dans ce 
domaine. Le présent Symposium a été consacré 4 trois des principaux 
aspects de la question : présence de lJhistamine dans l’organisme, 
libération de l’histamine, origine et signification de l’histamine dans 
lorganisme. Il comprend, outre les communications, plusieurs notes 
plus bréves. Une part trés importante a été laissée aux discussions, 
puisqu’’ chaque session, deux communications seulement étaient pré- 
sentées, le reste de la séance étant consacré aux discussions. 

Eels 


Researches published from the wards and laboratories of the London 
Hospital and Medical College during 1955. 1 vol., The London 
Hospital, édit., Whitechapel Road, London, E.1. 


= 


Recueil des tirés 4 part des différents travaux publiés par les cher- 
cheurs du « London Hospital and Medical College » au cours de 
année 1955 et parus dans divers périodiques. Les sujets traités sont 
extrémement variés et comportent des études cliniques, aussi bien 
que des recherches expérimentales ou histopathologiques. 

Ei Le 


List of cultures of fungi. Faculdade de Medicina da Universidade 
de Sao-Paulo, Departemento de Microbiologia e imunologia 
(Diretor : Prof. Carlos da Silva Lacaz). Sao-Paulo, Brésil, 1956. 


Liste des cultures de la collection de la Faculté de Médecine de Sao 
Paulo, avec indication de leur origine. 


Ee: 


Le Gérant : G. Masson. 
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